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A minha mde, Qpﬁ_)m, saudade imensal...

Our mothers depart from us,

gently depart on tiptoe,

but we sleep soundly, stuffed with food,
and fail to notice this dread hour.

Our mothers do not leave us suddenly,

Ho -

it only seems so “sudden’.

Slowly they depart, and strangely,
taking short steps down the stairs of life.
One year, nervously remembering,

we make a fuss to mark their birthday,
but this belated zeal,

will not save their souls,

or ours.
They move further away,
keep moving away.

Roused from our sleep,
we stretch toward them,

but our hands strike the air —
a wall of glass has grown up there!
We are too late.
The dread hour has struck.

Suppressing tears, we watch our mothers,
pillars austere and still,
departing from us.

Yevgeney Yevtushenko
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RESUMO

O carcinoma da vulva é ainda hoje uma doenga de etiologia indefinida. Estudos recentes apontam
para uma origem multifatorial onde os papilomavirus humanos (HPV) seriam os agentes
responséveis pelo desenvolvimento da neoplasia vulvar em grupos etarios mais jovens, enquanto que
nas pacientes mais idosas estaria provavelmente relacionada a presenca de lesdes distroficas, de
mutacdes genéticas, além de outros fatores ainda pouco conhecidos. Tivemos como objetivo avaliar a
presenca do HPV e da proteina p53 e correlaciona-las com outros parametros clinico-patoldgicos nos
grupos de pacientes com neoplasia intraepitelial vulvar (NIV III — 38 casos), carcinoma
superficialmente invasivo (nove casos) e carcinoma escamoso invasivo da vulva (35 casos). A
detecgio do HPV foi realizada através de exame imuno-histoquimico com o anticorpo anti-HPV
policlonal e da hibridizagdo molecular i sifu com sondas biotiniladas de amplo espectro e para os
tipos 6/11, 16/18 e 31/35/51. A proteina p53 foi identificada através de exame imuno-histoquimico
com o anticorpo monoclonal DO-7. No grupo com NIV III a idade média das pacientes foi de 47,5
anos; 45,7% tinham lesdo de condiloma associado, 0 HPV estava presente em 57,9% dos casos e a
proteina p53 em 21,1%. As pacientes com carcinoma superficialmente invasivo tinham idade média
de 57,9 anos, lesdo de condiloma em 22,2%, deteccdo do HPV em 33,3% e da proteina p53 em
66,7% dos casos. No carcinoma escamoso invasivo a idade média foi de 67,8 anos e apenas 7,3%
das pacientes tinham lesdo de condiloma associado; lesdes distréficas estavam presentes em 60% dos
casos e NIV III em 25,5%; o HPV foi identificado em 7.3% e a proteina p53 em 58,2%. A detecgdo
do HPV foi mais freqiiente no grupo com lesdo de NIV III e estava relacionada a idade mais jovem
das pacientes. No grupo com carcinoma invasivo, a variante histolégica mais freqiiente foi a
queratinizante usual e estava associada a presenga de lesdes distroficas e da proteina p53. Entretanto,
uma pequena subpopulagdo de pacientes mais jovens continham a variante basaléide do carcinoma
invasivo, freqiientemente associada a lesdo de NIV III e & infecgdo pelo HPV. Os nossos resultados
sdo semelhantes aos da literatura, onde um grupo de lesdes esta relacionado com a infecgdo pelo
HPV e outro ndo. O HPV 16/18 foi o tipo predominante em todos os grupos de lesdes. Indices mais
baixos de detecgdo da pS53 nas lesdes de NIV III e maiores e com propor¢des semelhantes no
carcinoma superficialmente invasivo e invasivo, além da auséncia de relagdo entre a presenga da p53
e do HPV, indicam que a imunodetecgdo da p53 é secundaria 4 invasdo do estroma pela neoplasia e é
independente da presenca de infecgdo viral. A detecgdo da proteina p53 estava associada apenas com
a profundidade de invasdo tumoral e ndo mostrou relagio com neoplasia recidivante ou metastases
ganglionares e, portanto, ndo tem valor como marcador para lesdes recidivantes ou metastiticas, pelo

menos para o grupo de pacientes incluidas neste trabalho.
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I. INTRODUGAO

Nas dltimas décadas tem sido observado um aumento na incidéncia do
diagnéstico de neoplasia intraepitelial vulvar grau III (NIV III), principalmente em
pacientes mais jovens (HORDING et al., 1994; COSTA et al., 1995; KAUFMAN, 1995).

Isto talvez se deva, pelo menos em parte, a um melhor conhecimento desta
entidade levando ao exame mais cuidadoso da regifio vulvar e a realizagdo de um maior
numero de bidpsias (FU & REAGAN, 1989; CRUM, 1992; HORDING et al., 1994; GILES
& KNEALE, 1995; KAUFMAN, 1995 HEROD et al., 1996; IVERSEN & TRETLI, 1998).
Além disso, concomitantemente, houve um aumento do nimero de pacientes apresentando
doencas sexualmente transmissiveis, destacando-se entre elas a infecgdo por papilomavirus
humanos (HPV), cuja incidéncia é maior em pacientes mais jovens e interpretado como
secundaria @ mudanga dos hdbitos sexuais na populagio em geral (CRUM, 1987;
HORDING et al, 1991; STURGEON et al, 1992; COSTA et al, 1995; GILES &
KNEALE, 1995; KAUFMAN, 1995; EDWARDS et al., 1996).

Contrariamente as lesdes de NIV III, a incidéncia de pacientes apresentando
carcinoma escamoso invasivo da vulva permaneceu estivel (FU & REAGAN, 1989;
HORDING et al, 1993, 1994, 1995; SCHIFFMAN & BRINTON, 1994; KAUFMAN,
1995).

O carcinoma invasor vulvar ¢ uma afec¢do incomum entre as neoplasias do
trato genital feminino, correspondendo a 1/8 da freqiiéncia do carcinoma invasivo cervical.
Nos Estados Unidos da América acomete aproximadamente 1,6 para cada 100.000
mulheres. Ocorre em mulheres mais idosas, predominantemente ao redor da sétima e oitava
década de vida (ZAINO, 1987; FU & REAGAN, 1989; BRINTON et al., 1990; CRUM,
1992; STURGEON et al., 1992; MITCHELL et al., 1993; SCHIFFMAN & BRINTON,
1994), embora seja também diagnosticado menos freqiientemente, em grupos etérios mais
jovens (HORDING et al., 1993).
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Embora existam poucos estudos epidemiolégicos comparativos € com casos-
controles, tém sido apontados varios fatores de risco para o carcinoma vulvar, entre eles: a
presenca de neoplasias urogenitais, histéria de verrugas genitais e outras doengas
sexualmente transmissiveis (herpes virus, papilomavirus humanos, sifilis, doengas vulvares
cronicas granulomatosas, tricomoniase, clamidia), pobre higiene perineal, inflamagdes
cronicas vulvo-vaginais, distrofias vulvares, neoplasias intraepiteliais vulvares, citologia
cérvico-vaginal alterada, baixo nivel sécio-econdmico, fatores hormonais (paridade, uso de
anticoncepcionais orais, menopausa precoce), diabetes mellitus, obesidade, hipertensao
arterial, fumo, consumo de cafeina, exposicdo a carcinogenos fisicos e quimicos como
arsénico e radiacdo ionizante pélvica, estado imunolégico e alteragbes genéticas.
Entretanto, os resultados sdo contraditérios entre os diferentes trabalhos e ainda ndo
existem atualmente fatores epidemiologicos consistentes para se identificar mulheres de
risco para o desenvolvimento do cancer vulvar (GROSS, 1987; ZAINO, 1987; FU &
REAGAN, 1989; BRINTON et al, 1990; CRUM, 1992; HORDING et al., 1993;
MITCHELL et al., 1993; SCHIFFMAN & BRINTON, 1994; KAUFMAN, 1995).

Pela presenga da alta associagdo de neoplasia vulvar com outras lesGes
malignas, principalmente no trato genital inferior e em especial na cérvice uterina
(BUSCEMA et al, 1988; FU & REAGAN, 1989; CRUM, 1992; SCHIFFMAN &
BRINTON, 1994), tem havido interesse em se determinar se 0s fatores de risco para o
carcinoma do colo uterino sio também preditivos do risco para o desenvolvimento do
céncer vulvar. Alguns trabalhos mostram que o carcinoma da vulva compartilha de certas
caracteristicas epidemiolégicas com o carcinoma cervical como: baixo nivel soécio-
econdmico. fumo, nimero de parceiros sexuais e historia de verrugas genitais, sugerindo
um fator etiolégico comum (GROSS, 1987; BRINTON et al., 1990; TOKI et al., 1991;
HORDING et al., 1993, 1994; TRIMBLE et al, 1996). Além disso, devido a sua
proximidade anatomica, ambos parecem estar expostos as mesmas influéncias externas
como, por exemplo, & infecgdo por HPV, herpes virus tipo 2 (HSV2) e outros fatores
ambientais, podendo em parte explicar a relagdo freqiiente entre neoplasias genitais
multifocais e multicéntricas (GROSS, 1987; BRINTON et al., 1990; WIKSTROM, 1995).

Devido ao carcinoma de células escamosas e lesdes pré-neoplasicas do colo
uterino estarem intimamente associados 4 infecgdo por HPV, tem sido questionado também

o seu papel na génese do carcinoma vulvar. Apesar de se tentar correlacionar com 0s
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resultados obtidos nos estudos da cérvice uterina, existem numerosas diferencas
epidemiolégicas e de comportamento clinico entre as lesdes vulvares e cervicais, sugerindo

que o papel do HPV na etiologia destas duas lesdes seja diferente, destacando-se:
- maior incidéncia de carcinoma cervical em relagdo ao carcinoma vulvar;

-a idade média das pacientes apresentando carcinoma cervical é menor do que as com
carcinoma vulvar, estando ao redor de 50 e 66 anos, respectivamente. Também, ha
uma diferenca de aproximadamente duas décadas entre as idades médias das
pacientes apresentando NIV III e carcinoma invasor vulvar, enquanto que na cérvice

uterina esta diferenga € de cerca de dez a quinze anos;

-no colo, a presenca de neoplasia intraepitelial cervical grau III adjacente ao
carcinoma invasivo ocorre em 80 a 100 % dos casos, enquanto na vulva esta
associagdo € menor, variando de 12 a 32 %. Além disso, diferente do colo uterino,
onde € possivel acompanhar histolégicamente a progressdo da neoplasia
intraepitelial de baixo grau para a de alto grau e carcinoma invasor, isto ndo é
observado na vulva;

-menor progressdo para invasfio das lesdes intraepiteliais vulvares em comparagdo

com as lesdes cervicais e evolugdo mais longa, respectivamente, 25 e 15 anos;

-altos indices de deteccdo de DNA do HPV nas lesdes intraepiteliais e invasivas
cervicais, ocorrendo em 80 a 99,7 % dos casos e menor nas lesdes vulvares,
respectivamente, 40-90 % e 10-60 % (BUCKLEY, BUTLER, FOX, 1984; CRUM et
al., 1984; ZAINO, 1987; BARBERO et al., 1990; NUOVO et al., 1991b; PARK et
al., 1991a; TOKI et al., 1991; WOODRUFF, 1991; CRUM, 1992; STURGEON et
al, 1992; HORDING et al, 1993, 1994, 1995; MITCHELL et al., 1993;
KAUFMAN, 1995; MILDE-LANGOSCH et al, 1995; WALBOOMERS et al.,
1999).

Com o desenvolvimento de diferentes técnicas para a deteccdo do HPV nas
lesbes genitais, tornou-se possivel explorar mais diretamente a relagdo do virus com as
neoplasias vulvares (BRINTON et al., 1990; CRUM, 1992; HORDING et al., 1993; CHO
& HEDRICK, 1994; SCHIFFMAN & BRINTON, 1994). Além da observagio clinica, do
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estudo citologico, histolégico e de microscopia eletronica das lesdes, podemos também
utilizar a analise imuno-histoquimica e técnicas de biologia molecular, como a hibridizag@o -
(ROMAN & FIFE, 1989).

Entre os dados que apontam para o HPV como possivel agente etiolégico nas
neoplasias vulvares esto: histéria prévia de verrugas genitais em 20 a 30 % dos casos, alta
associagio com condiloma pré- ou coexistente, a observagdo da transformagdo maligna do
condiloma e detecgdio de genétipos especificos do HPV nestas lesdes (BUSCEMA et al.,
1988; FU & REAGAN, 1989; CRUM, 1992; STURGEON et al., 1992). Entretanto, a
maioria dos trabalhos relacionando a infecgdo pelo HPV com lesdes genitais especificas €
retrospectiva e sem controles apropriados (ROMAN & FIFE, 1989).

Tem sido observado que as pacientes apresentando NIV III e carcinoma
invasivo da vulva, possuem caracteristicas epidemiol6gicas, morfologicas e de biologia

molecular distintas. Entre elas destacamos:

-diferenca de cerca de 20 a 30 anos entre as idades médias das pacientes

apresentando NIV III e carcinoma invasivo;

_baixa associagio de lesdes intraepiteliais neoplasicas adjacentes ao carcinoma

invasor, ocorrendo em cerca de 1/3 dos casos;

-rara progressdo de NIV III para invasdo, ocorrendo principalmente em pacientes

mais idosas ou imunodeprimidas;

_alto indice de detecgio do DNA viral nas lesdes intraepiteliais e baixo nos
carcinomas invasores (BUCKLEY et al., 1984; POWELL Jr. et al., 1986; CRUM,
1987, 1992; ZAINO, 1987; CRUM & BURKETT, 1989; PARK et al., 1991a; TOKI
et al.. 1991; WOODRUFF, 1991; STURGEON et al, 1992; JONES & ROWAN,
1994; HORDING et al., 1995).

Dentre o grupo de pacientes com diagnéstico de neoplasia intraepitelial vulvar,
sio também observadas algumas particularidades, podendo-se assim dividi-las em duas
populagdes distintas (CRUM, 1984, 1987; HUSSEINZADEH et al., 1989; HORDING et
al., 1991; PARK et al., 1991a; HAEFNER et al., 1995; EDWARDS et al., 1996):
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1. mulheres mais jovens, apresentando freqiientemente lesdes multifocais e
multicéntricas, com alto indice de detecgdo do HPV, eventual regressao

espontanea das lesdes e baixo risco de progressdo para invasdo:

2. mulheres mais idosas, com lesdes unifocais, baixo indice de detec¢do do HPV e
maior risco de progressdo para invasdo. Freqiientemente associada a alteracoes

distréficas ou inflamatérias e sdo geralmente de padrio histolégico diferenciado.

Questiona-se se estas duas populagdes de pacientes possuem lesdes
biologicamente distintas, ou se a idade por si s6 é um fator de risco para o desenvolvimento
de lesdo invasiva (CRUM, 1987; CRUM & BURKETT, 1989; BARBERO et al., 1990).

Também séo notadas disparidades entre as pacientes apresentando carcinoma
nvasivo vulva quanto & idade da populagdo em estudo, a associagio com lesdes
precancerosas, ao aspecto morfologico da neoplasia invasora e a detecgdo do HPV. Estudos
atuais indicam que o carcinoma vulvar deve ser separado em dois grandes grupos (NUOVO
et al., 1991b; TOKI et al., 1991; CRUM, 1992; HORDING et al., 1993, 1994; COSTA et
al., 1995; TRIMBLE et al., 1996):

1. mulheres com idade média mais jovem, ao redor de 55 anos, freqiientemente com
lesdo de NIV III adjacente, associagdo com lesdes multicéntricas e multifocais,
alto indice de detec¢do do DNA do HPV, fumantes e neoplasia invasora de padréo
histologico do tipo condilomatoso ou basalbide;

2. pacientes mais idosas, com idade média ao redor de 77 anos, ndo associadas &
neoplasia intraepitelial adjacente, ndo fumantes, geralmente contendo lesdes
unifocais e unicéntricas e baixo indice de detecgdio do DNA viral. Tipicamente o
padrdo histologico da neoplasia invasora ¢ o carcinoma escamoso queratinizante e
freqiientemente apresentam no epitélio adjacente lesdo de liquen escleroso ou

hiperplasia escamosa.

A discrepancia dos achados em relagdo aos dados epidemiolégicos,
morfolégicos e de biologia molecular entre as lesdes intraepiteliais e invasivas da vulva,

leva ao questionamento da magnitude do papel dos papilomavirus humanos nestas lesdes,
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sugerindo a existéncia de mais de uma etiologia e patogénese, além do envolvimento de

diferentes fatores de risco.

Assim, parece que ha uma heterogeneidade epidemiologica envolvida no
carcinoma vulvar, onde em um grupo de pacientes esta relacionado a fatores sexuais (como
por exemplo, a infecgdo por HPV), enquanto o outro grupo possui patogénese menos
definida, nfio relacionada a0 HPV e influenciada por outros fatores que ndo sexualmente
transmissiveis como: inflamagdes e lesdes distroficas vulvares, fumo, anticoncepcionais
orais, horménios exdgenos € alteragdes genéticas, entre outros, 0S quais devem ser mais
bem investigados (BRINTON et al., 1990; NUOVO et al., 1991b; TOKI et al., 1991;
CRUM, 1992; STURGEON et al., 1992; MITCHELL et al., 1993; CHO & HEDRICK,
1994;: HORDING et al., 1994; COSTA et al., 1995; HIETANEN et al., 1995b).

Embora paresa provavel que o HPV desempenhe um papel direto ou indireto,
pelo menos em um determinado grupo de neoplasias vulvares, devido aos poucos trabalhos
existentes na literatura em relagio a patogénese destas lesdes, com resultados variaveis e
controvertidos, ¢ imprescindivel que mais estudos epidemiolégicos, histopatologicos e de
biologia molecular sejam realizados para um melhor entendimento da carcinogénese
vulvar. A identificagio do mecanismo patogénico e de seus fatores de risco é de vital
importincia para a preveng3o e tratamento destas lesdes (CRUM, 1987, 1992; ZAINO,
1987).
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1. GENE SUPRESSOR TUMORAL P53

Estudos citogenéticos do carcinoma vulvar demonstram a presenga de certas
anormalidades cromossdémicas (CHO & HEDRICK, 1994; HIETANEN et al., 1995b;
MILDE-LANGOSCH et al., 1995). Como a incidéncia do carcinoma da vulva aumenta em
fungdo da idade, ¢ possivel que uma parcela destes tumores se origine como resultado de
mutacdes espontaneas secunddrias ao envelhecimento celular (HIETANEN et al., 1995b).

Por ser o mais freqlientemente alterado nos canceres humanos, o gene supressor
tumoral P53 tem sido exaustivamente estudado no carcinoma cervical, principalmente apds
ter sido demonstrada a capacidade de ligagio da oncoproteina E6 de HPV oncogénico com
este gene (TERVAHAUTA et al.,, 1993; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

O gene P53 estd localizado no cromossomo 17 e é considerado como o
“guardido” do genoma humano, monitorizando a sua integridade. Funciona como regulador
negativo da proliferagdo celular promovendo respostas frente aos efeitos danosos que
possam ocorrer no DNA, através da indugdo da parada do crescimento na fase G1 do ciclo
vital ou da apoptose, preservando assim a estabilidade genética. O genoma humano contém
varios sitios de ligagdo para o P53, o qual realiza a sua fungdo através de etapas
bioquimicas, levando a ativagdo da transcrigdo de genes inibitorios, a supressio da
transcrigdo de genes regulatorios e a inibigdo da replicagdo do DNA. Numerosos genes sdo
controlados pelo P53, como o GADD45, MDM2, P21WAFVCIPL  opie Gutros
(TERVAHAUTA et al, 1993; BERCHUCK et al., 1994; CORDON-CARDO, 1995; ter

HARMSEL et al., 1995; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

A perda da fun¢do normal do P53 no cancer humano pode ser alcangada através
de varios mecanismos (TERVAHAUTA et al., 1993; BOSARI & VIALE, 1995):
— alteragdes genéticas do P53 (mutagdes, delegdes, insercdes, rearranjos estruturais, );
— formagdo de complexos proteicos com as oncoproteinas virais, como por exemplo, com
a proteina E6 do HPV;

— ligagdo com produtos dos genes celulares, entre outros, com o0 MDM2.

A heterogeneidade observada entre os diversos estagios da tumorigénese nos
variados tipos de tumor e tecidos, talvez seja secundaria aos diferentes mecanismos

existentes capazes de levar a inativagdo da proteina p53 (TERVAHAUTA et al., 1993).
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A mutagio do P53 tem sido identificada em varios tumores humanos,
localizados no pulmdo, pele, trato gastrointestinal, pancreas, ovario, endométrio, mama € -
bexiga urinaria. Pode ocorrer como um evento inicial ou tardio na progressdo das lesGes
dependendo do tipo do tecido neoplasico. O espectro das alteragdes do gene P53 no DNA
da célula varia entre os diferentes tipos de cancer, porém ¢ detectado em cerca de 85% dos
casos nos exons 5-8 (TERVAHAUTA et al., 1993; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

A mutagdo do gene P53 pode ser identificada utilizando-se o método da reagao
em cadeia da polimerase seguida do seqiienciamento direto do DNA ou da técnica do
“polimorfismo da conformagdo da cadeia vunica® (“single-strand conformation
polymorphism™) e também indiretamente, com a detecgdo da sua proteina através do exame
imuno-histoquimico, sendo, entretanto, o primeiro método o mais preciso (BOSARI &
VIALE, 1995; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

O exame imuno-histoquimico é baseado no fato de que a proteina ndo mutada
possui vida média muito curta, entre seis a 20 minutos, impossibilitando a sua detecgdo,
enquanto que a vida média da proteina mutante € de véarias horas (até seis horas),
permitindo assim que seja detectada através deste método. Quando comparada com O
seqiiénciamento direto, esta técnica apresenta uma sensibilidade de 75% e valor preditivo
de 63% (TERVAHAUTA et al, 1993; BOSARI & VIALE, 1995; HIETANEN et al,
1995b; MILDE-LANGOSCH et al., 1995; ter HARMSEL et al., 1995; VELCULESCU &
EL-DEIRY, 1996).

Trabalhos mostram um alto indice de reagéo positiva para a proteina p53 em
cerca de 50% dos tumores malignos do trato aerodigestivo, da mama, ovarios € endométrio
(PORTER et al., 1992; BERCHUCK et al., 1994; INOUE et al., 1994).

Niveis altos de p53 estdo associados com a transformacao celular in vitro e
pode ser um indicador da transformagéo celular in vivo (PORTER et al., 1992).

A auséncia de imunodetecgdo da proteina p53 no tecido fetal sugere que ndo € a
atividade proliferativa, mas sim a transformagdo maligna que estd associada com a sua
positividade. Assim, a sua demonstragdo em tumores benignos poderia indicar a presenca
de uma sub-populagdo de células potencialmente malignas (PORTER et al., 1992).
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1.1. P53 ENEOPLASIA CERVICAL

Os trabalhos relacionando a presenga de mutagéo do gene P53 na patogénese do
desenvolvimento neopldsico na cérvice uterina sdo controvertidos e as diferentes
incidéncias observadas podem ser, pelo menos em parte, secundérias a heterogeneidade dos
métodos de detecgdo utilizados. As mutages sdo raras, detectadas em cerca de 5 a 10% dos
casos. Assim, parece que a mutagdo do P53 pode ter um papel na carcinogénese cervical,
embora em uma minoria dos casos (BERCHUCK et al., 1994; BUSBY-EARLE et al.,
1994; LEE et al., 1994; MILDE-LANGOSCH et al., 1995; MIWA et al., 1995; KIM et al.,
1996; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996; SLIUTZ et al., 1997).

Alguns estudos mostram correlagio inversa entre a presenga de mutagdo e a
detecgéo do HPV e levantam a hipétese de que a perda da fungdo do P53 ¢ importante, seja
através da sua ligagdio com a oncoproteina viral E6 ou da mutacdo do gene P53. Além
disso, a presenga de ambos poderia indicar tumores com vantagem de crescimento e pior
prognéstico (SCHEFFNER et al., 1991; LEE et al., 1994; MIWA et al., 1995; ter
HARMSEL et al., 1995; EDWARDS et al., 1996: KIM et al., 1996, 1997). Entretanto, sio
relatados casos onde ambos estdo presentes ou ausentes, e também néo relacionados com o
nimero de copias virais e com o estado do virus, isto &, se integrado ou na forma epissomal,
demonstrando uma relativa independéncia na distribui¢do das mutagdes em tumores
cervicais contendo ou nio o HPV, sendo considerados, portanto, como fendmenos
mutuamente ndo excludentes (COOPER et al., 1993;: HELLAND et al., 1993; WALTS et
al, 1993; BUSBY-EARLE, et al, 1994; TATE et al, 1994;: MIWA et al., 1995; ter
HARMSEL et al., 1995; KIM et al., 1997).

A presenca do HPV associada a alteragio do P53 varia entre os diferentes
trabalhos. MILDE-LANGOSCH et al. (1995) e MIWA et al. (1995) encontraram uma
incidéncia de 4,9% e 2,2 respectivamente, ¢ LEE et al. (1994) em 47% dos casos.
SCHEFFNER et al. (1991) detectaram a presenca de mutagéo nas duas linhagens de células
provenientes de carcinoma cervical HPV-negativo, MILDE-LANGOSCH et al. (1995) em
20% e MIWA et al. (1995), em 33,3% dos casos. KIM et al. (1997) ndo identificaram
mutagGes nos tumores onde o HPV estava ausente, e MIWA et al. (1995) observaram que

dentre os seis tumores HPV-negativos, quatro nio apresentavam mutacdo (66,7%).
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Assim, a auséncia de ambos poderia indicar que outros eventos moleculares
ainda ndo identificados e associados com 0s mecanismos da funcdo reguladora do P53 oua
presenca de mutagdo em Outros genes, também sejam relevantes para a carcinogénese
(MIWA et al., 1995; KIM et al., 1997).

Uma das hipoteses aventadas para 0s tumores onde ndo se observa mutagio do
gene P53 e ndo se detecta o HPV, é de que haveria alteragdes em outras proteinas que
pudessem inibir a atividade do P53 (MIWA et al., 1995; PILOTTI et al., 1995), entre elas 0
gene MDM2 (“murine double minute 2”). Este gene atua como regulador da funcdo da
proteina p53, sendo capaz de inibir a sua trans-ativagdo. Assim, seria de se esperar que
ocorresse nestes tumores uma amplificagdo do MDM2, o que ndo foi identificado nas
neoplasias cervicais, bem como nos carcinomas vulvares intraepiteliais e invasivos nos

estudos de MIWA et al. (1995) e PILOTTI et al. (1995), respectivamente.

A imunodetec¢io da proteina p53 nas neoplasias intraepiteliais cervicais varia
entre os diferentes trabalhos, embora seja em geral baixa, variando entre zero e 25,7% dos
casos (AKASOFU & ODA, 1995; SLAGLE et al., 1998).

ter HARMSEL et al. (1995) observaram que 0 epitélio normal e com neoplasia
intraepitelial de diferentes graus apresentavam positividade semelhante, em cerca de 30%
dos casos, de carater focal, localizado na camada basal do epitélio e de fraca intensidade;
além disso, notaram um maior nimero de células coradas e com maior intensidade em 94%

dos casos de carcinoma cervical invasivo.

Ao contrario de ter HARMSEL et al. (1995), que observaram que nem O
ntimero de casos positivos € nem a intensidade da coloragdo aumentaram com O grau de
displasia, WALTS et al. (1993) encontraram uma alta incidéncia de lesdes com proteina
p53 aumentada no epitélio normal e de NIC de baixo grau e alto grau, respectivamente em
83% e 73%, sendo que o numero de células coradas e a intensidade da coloragéo eram

maiores neste tltimo grupo e ocupavam toda a espessura do epitélio.

AKASOFU & ODA (1995) detectaram um aumento gradual da p53 entre 0
epitélio normal (16,7%), NIC I (29,4%), NIC II (45%), NIC III (86,5%) e carcinoma
invasor (87%), indicando que a sua inativagiio precede o desenvolvimento do tumor com

fenétipo totalmente maligno € a invasdo, isto &, que é um evento tardio na carcinogénese €
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possui um papel importante na tumorigénese cervical (AKASOFU & ODA, 1995; ter
HARMSEL et al., 1995). Embora AKASOFU & ODA (1995) tenham encontrado niveis
semelhantes de p53 em NIC III e no carcinoma invasor, KOHLBERGER et al. (1998), em

revis@o da literatura, referem que na neoplasia intraepitelial cervical ela é menor.

Enquanto alguns autores identificaram a proteina pS3 em 14 a 32% dos
carcinomas cervicais invasivos (BUSBY-EARLE, et al., 1994; MILDE-LANGOSCH et al.,
1995; MIWA et al., 1995), outros encontraram uma incidéncia maior, entre 74 e 100%,
com intensidade variavel (COOPER et al., 1993; TERVAHAUTA et al., 1993; WALTS et
al., 1993; AKASOFU & ODA, 1995; ter HARMSEL et al., 1995).

Alguns trabalhos associaram a imunodetecgdo da p53 a auséncia do HPV e
outros, identificaram ambos ou nenhum deles nas lesdes (WALTS, KOEFFLER, SAID,
1993; AKASOFU & ODA, 1995; ter HARMSEL et al., 1995; VASSALLO et al., 2000).

TERVAHAUTA et al. (1993) observaram que todas as lesdes intraepiteliais
cervicais de alto grau apresentavam o papilomavirus humano e 42,8%, imunodetec¢do da

proteina p53.

WALTS et al. (1993) estudando dez casos de neoplasia intraepitelial cervical
grau II e III, identificaram sete positivos para a proteina p53 e destes, seis apresentavam o
DNA viral. Dos trés casos negativos, um tinha o HPV.

VECCHIONE et al. (1994) notaram proteina p53 aumentada em 4% das
neoplasias intraepiteliais cervicais de baixo grau e em 31,2% das lesdes de alto grau, sendo
que destas ultimas, 57% eram positivas para o HPV, parecendo indicar que a

imunodetecgdo da p53 precede a invasdo.

AKASOFU & ODA (1995) detectaram a proteina p53 em 62,1% das neoplasias
intraepiteliais cervicais grau III. Destas, 16% eram HPV negativas e 46% positivas.

ter HARMSEL et al. (1995), avaliando lesbes intraepiteliais cervicais de alto e
baixo grau detectaram p53, de fraca intensidade, em 30% dos casos, sendo que 60% deles
continham o DNA viral. Além disso, o niimero de casos positivos e a intensidade da reacio
apresentavam distribuicdo semelhante entre os diferentes graus de displasia.
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O ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE (1996) encontrou p33
aumentada em 62,1% dos casos de neoplasia intraepitelial cervical grau III, sendo que 46%
tinham o0 DNA do HPV.

VASSALLO et al. (2000) identificaram a proteina p53 em 47,4% das lesdes de
NIC I e em 20% de NIC II/III. O HPV estava presente cm 55.3% e 52,5%, respectivamente.
A proteina p53 estava associada ao HPV em 33,3% dos casos, com resultado semelhante

naqueles onde o virus néo foi detectado.

Outra questdo que deve ser levantada € se a expressdo da proteina do gene P33
estd diretamente relacionada com a presenga de mutagdo. Embora esta relagdo seja
observada na maioria dos carcinomas uroteliais, mamérios e endometriais, ela ndo €

observada no colo uterino (KOHLBERGER et al., 1995).

A presenga de mutagdo nos casos com imunodetec¢iio da p53 ¢ baixa, variando
entre zero e 25% (HELLAND et al, 1993; BUSBY-EARLE et al, 1994; MILDE-
LANGOSCH et al., 1995; MIWA et al., 1995). HELLAND et al. (1993), BUSBY-EARLE
et al. (1994) e MIWA et al. (1995) observaram cada um, um caso contendo mutagdo e

exame imuno-histoquimico negativos.

MIWA et al. (1995) observaram reagao imuno-histoquimica positiva em 2/3
dos casos de carcinoma do colo uterino contendo mutagao do gene P53. Estes autores €
outros enfatizam a sensibilidade desta técnica em predizer a presenga de mutagdes
(AKASOFU & ODA, 1995; BOSARI & VIALE, 1995).

A infreqiiente associagdo de mutagdo € de imunodetec¢do da proteina p53
sugere que esta Gltima esteja relacionada a uma maior expressdo pelas células em reparo €
ndo como conseqiiéncia da mutagdo (HELLAND et al, 1993; BUSBY-EARLE, et al,
1994; AKASOFU & ODA, 1995). Entre outras possibilidades, seria também a de que a
mutacdo poderia estar presente fora dos locais usualmente pesquisados ou em pequeno
nimero de células, e, portanto, com niveis ndo detectaveis. Estas conclusdes também
poderiam ser aplicadas em casos com resultado negativo do exame imuno-histoquimico e

consegiientemente, ndo descartaria a presenga de mutagdes.

INOUE et al. (1994) sugerem que a mutagao esta relacionada com a intensidade

da reagdo imuno-histoquimica e que a imunodetecgio de padrdo zonal € secundaria a
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expressdo da proteina nfio mutada em células rapidamente proliferantes. Entretanto,
PILOTTI et al. (1995) consideram que este padrio estd relacionado ao grau de

diferenciagdo da neoplasia e ndo com a quantidade da proteina presente.

Os casos com ambos exames negativos podem indicar que embora mutante, a
proteina p53 € capaz de ser degradada pela oncoproteina viral E6 (MIWA et al., 1995).

O ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE (1996) encontrou a
proteina p53 em 62,1% dos casos de neoplasia intraepitelial cervical grau III e 0 DNA do

HPV em 46%, embora nenhum deles apresentasse mutagéo no gene P53.

Deve ser também ressaltado que os métodos utilizados na detecgdo do virus e
da proteina ou mutagdo do gene P53 ndo permitem a comprovagio de que ambos estejam
localizados nas mesmas células (WALTS et al., 1993; MILDE-LANGOSCH et al., 1995;
KAGIE et al., 1997b).

O papel da inativagdo ou mutagdo do P53 em neoplasias de outras regides do
trato genital feminino inferior é ainda mais obscuro e sé recentemente tem sido objeto de

investigagéo, com poucos trabalhos publicados na literatura.

1.2. P53 E PROGNOSTICO

Alguns autores consideram que a presenga de mutagio estd associada a um pior
prognéstico em certos tumores, secundaria a perda da fung&o supressora tumoral, a radio- e
quimio-resisténcia e a aquisi¢do de propriedades oncogénicas. Entretanto, outros sugerem
que o estado do P53 ndo necessariamente prediz a evolugdo da doenga sendo assim
indispensavel & realizagdo de mais estudos (TERVAHAUTA et al., 1993; BOSARI &
VIALE, 1995; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

A expressdo da proteina p53 tem sido relacionada a progressdo tumoral em
neoplasias especificas, embora ainda seja objeto de discussio o seu papel como preditor

importante da evolugdo das pacientes (KAGIE et al., 1997a).
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Estas informagdes em tumores malignos ginecoldgicos sao ainda mais limitadas
e também com resultados contraditorios (BERCHUCK et al., 1994; INOUE et al., 1994;
SLIUTZ et al., 1997). Em carcinomas do ovario € endométrio, a imunodetecgdo da proteina
p53 em 1 a 15% dos estagios iniciais da doenca e em 40 a 50% das lesdes mais avangadas,
sio consistentes com a hipotese de que a pS3 serviria como marcador prognéstico (SLIUTZ
et al.. 1997). Entretanto, os estudos dos carcinomas escamosos do trato genital feminino
inferior apresentam correlagdo inconsistente com a sobrevida (ter HARMSEL et al., 1995;
McCONNELL et al., 1997).

No colo uterino, até o momento, ndo existe relagdo clara entre a imunodetecgao
da proteina p53, a agressividade do tumor € conseqiientemente, com a sobrevida das
pacientes. Na maioria dos trabalhos, parece que a presenga de mutagio e/ou da proteina do
gene P53 ndo tem valor prognéstico (KAGIE et al., 1997a; SLIUTZ et al., 1997). MILDE-
LANGOSCH et al. (1995) nio conseguiram associar mutacdo com a presenga de
recorréncias e metéastases e HELLAND et al. (1993) com o estadiamento da FIGO, embora
estes Gltimos autores tenham notado relagdio com o tempo de sobrevida livre de doenga. ter
HARMSEL et al. (1995) consideram que embora a mutagdo seja um evento raro nas
neoplasias da cérvice uterina, quando ela estd presente, os tumores s30 mais agressivos €

possuem maior potencial metastatico.
Na vulva os trabalhos sdo escassos € com resultados contraditorios.

Enquanto KAGIE et al. (1997a, 1997b) e McCONNELL et al. (1997) referem
que a imunodetecgdo da proteina p53 ou mutagdo do P53 ndo estava relacionada a um pior
prognéstico e tempo livre de doenca, WALKER et al. (1989), MILDE-LANGOSCH et al.
(1995), PILOTTI et al. (1995), WEIKEL et al. (1996), SLIUTZ et al. (1997) e
KOHLBERGER et al. (1998), observaram que a perda da funcdo do P53 estava associada a
um maior risco de progressdo, recorréncias e sobrevida baixa, sugerindo ser um marcador

prognéstico adicional util.

SLIUTZ et al. (1997) notaram que a presenga de mutacao era mais freqiiente
nos estadios mais avangados da doenga, embora ndo fosse significante através da analise
estatistica, sugerindo ser este um evento que OCOITE tardiamente no desenvolvimento do

carcinoma vulvar.
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MILDE-LANGOSCH et al. (1995) identificaram muta¢do do P53 em 78,6%
dos casos de carcinomas vulvares metastaticos e recorrentes e sugerem que a perda da

fungdo génica est4 associada a progressao da neoplasia e a uma evolugio desfavoravel.

WALKER et al. (1989) e KAGIE et al. (1997a), através de estudo imuno-
histoquimico, nio encontraram correlagdo com o estadiamento clinico da FIGO e do TMN,

embora mostrasse tendéncia para o estadiamento cirirgico no trabalho deste dltimo autor.

Deve ser ressaltado que a maioria dos trabalhos utilizaram a técnica de Imuno-
histoquimica para a detecgfio da proteina p53, sem correlaciond-la com o estado do gene. E
possivel haver um aumento da expressdo protéica na auséncia de mutagdo, embora o seu
significado prognéstico seja desconhecido e ndio é necessariamente paralelo ao da mutagio
(BOSARI & VIALE, 1995).

Até o momento ndo estid claro se a alteragdo do P53 estd relacionada ao
prognostico, sendo necessédrio que mais estudos sejam realizados, com grande amostragem
populacional e com maior tempo de seguimento, focando ambos, a expressdo e o estado do
gene, na tentativa de se dar uma forga estatistica suficiente para o esclarecimento destas
alteragdes em relacdo ao prognéstico. Também devem ser aprofundados os estudos
relativos as mutagdes em todos os sitios do P53 e nfio somente nos exons 5-8, com o intuito
de se avaliar o significado clinico de alteragées genéticas distintas; nem todos os P53
mutantes sdo equivalentes, pois as regides possuem fungdes distintas, podendo induzir
efeitos clinicos e biologicos heterogéneos. Além disso, pode ser que a inativagdo protéica
seja mais critica do que a presenca de certos tipos de mutagdo na determinagdo do
comportamento biolégico da neoplasia (BOSARI & VIALE, 1995; McCONNELL et al.,
1997).
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2. PATOGENESE VIRAL ASSOCIADA A NEOPLASIA CERVICAL

Estudos epidemiolégicos mostram que 0S fatores de risco para o carcinoma
cervical sdo semelhantes aos das doengas sexualmente transmissiveis, como: baixo nivel
sécio-econdmico, comportamento sexual (idade da primeira relagio sexual e nimero de
parceiros), histéria de verrugas genitais e de outras doengas sexualmente transmissiveis
(sifilis, virus da imunodeficiéncia adquirida, clamidia e herpes virus-HSV?2), paridade, uso
de anticoncepcionais orais, fumo, além de alteragdes genéticas e imunologicas (GROSS,
1987: BUSCEMA et al., 1988; BRINTON et al.,, 1990; BECKMANN et al., 1991; BOSCH
et al., 1992; HORDING et al., 1993; CHO & HEDRICK, 1994; WIKSTROM, 1995).

Com as evidéncias epidemiologicas sugerindo que as lesbes escamosas
intraepiteliais e invasivas do colo uterino estavam associadas a um fator infeccioso, foi
dada uma maior atengfio na tentativa de se isolar um agente etioldgico destas lesdes.
Embora com resultados contraditérios, através de estudos imuno-histoquimicos e
sorolégicos, foram identificados inicialmente diferentes organismos infecciosos (NUOVO,
1994: FRANCO, 1996). Entretanto, com a promessa de ser 0 HPV o principal fator causal
da neoplasia cervical, a investigag@o deste agente foi colocada em um lugar de destaque nas
pesquisas. Dados provenientes de estudos epidemiolégicos, clinicos, patologicos, imuno-
histoquimicos e de biologia molecular desenvolvidos nos ultimos quinze anos comprovam
que a infecgdo por HPV € o fator de risco mais importante envolvido na carcinogénese
cervical (BECKMANN et al., 1991; TOKI et al, 1991; BOSCH et al., 1992; CHO &
HEDRICK, 1994; NUOVO, 1994; BORNSTEIN, RAHAT, ABRAMOVICI, 1995;
FRANCO, 1996). Os principais argumentos relacionando HPV e carcinoma cervical sdo:

- a demonstragio do envolvimento do HPV em lesdes cervicais benignas e
malignas através de métodos morfologicos, imuno-histoquimicos ¢ de
hibridizagdo molecular;

_ estudos de casos-controles mostrando alta prevaléncia do DNA do HPV, em
cerca de 85 a 100% das lesdes intraepiteliais ¢ invasivas do colo uterino, através

das técnicas de hibridizagdo molecular;

- associacdo com gendtipos especificos do HPV, identificando-se tipos virais

oncogénicos em tecidos adjacentes as lesdes cervicais premalignas e malignas;
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- a infec¢fo por HPV possuindo os mesmos fatores de risco e histéria natural
semelhante & da neoplasia intraepitelial cervical.

Como o papel do papilomavirus foi mais bem estudado e relacionado com as
lesbes neoplasicas cervicais, pretendemos discutir de forma resumida, o papel do HPV na

etiopatogenia do carcinoma escamoso do colo uterino.

O potencial oncogénico do HPV tem sido evidenciado através de estudos
biolégicos e moleculares, onde foi demonstrado que determinados tipos de HPV causam
transformacéo e anormalidades de crescimento em culturas de linhagens celulares humanas.
Pesquisas experimentais e em animais comprovaram a sua habilidade na inducdo do céancer
de pele em coelhos e do trato digestivo no gado. Em humanos, notou-se que pacientes com
epidermodisplasia verruciforme desenvolviam carcinoma escamoso invasivo nas areas de
verrugas expostas ao sol. Além disso, as observagdes da conversido maligna de verrugas
genitais aceleraram os primeiros estudos na investigacdo da associagdo entre a infecgdo por
HPV e o carcinoma do colo uterino (BORNSTEIN et al, 1995; SCHIFFMAN &
BRINTON, 1995).

A maioria dos casos de cancer cervical pode ser atribuida ao papilomavirus
humano, o qual é detectado em cerca de 85% das lesdes intraepiteliais e invasivas. Os tipos
identificados nas neoplasias genitais sdo: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54-56, 58,
59 e 64, sendo os mais freqiientes os tipos 16, 18, 31 e 45 (SCHIFFMAN & BRINTON,
1995).

ELUF-NETO et al. (1994) estudaram 199 casos de carcinoma invasivo do colo
uterino, obtidos em sete hospitais da cidade de Sdo Paulo e compararam com casos-
controles. A pesquisa para o HPV foi realizada em esfregacos citologicos cérvico-vaginais
através da técnica da rea¢do em cadeia da polimerase, detectado em 84% dos casos, sendo
que 66% eram de alto risco oncogénico. Os fatores de risco para neoplasia foram: a
presenca do virus, o nimero de parceiros, a idade da primeira relagdo sexual, paridade e o
uso prolongado de anticoncepcionais orais. Histéria prévia de citologia cérvico-vaginal
estava associada a um menor risco. Entretanto, apés o ajuste das varidveis, apenas a
presenga do HPV, a paridade e a histéria de citologias anteriores permaneceram como

fatores de risco independentes.
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Atualmente considera-se que a maioria dos carcinomas do colo uterino HPV-
negativos em publicagbes prévias ¢ provavelmente conseqiiéncia da insensibilidade dos

testes utilizados para a detecgdo do virus (SCHEFFNER et al., 1991).

WALBOOMERS et al. (1999) utilizaram o PCR para a amplificagdo das
regides E7, E1 e L1 do HPV e a analise sorolégica para as proteinas E6, E7 e do capsideo
do HPV 16, em casos HPV-negativos previamente analisados pelo Estudo Biologico
Internacional do Cancer Cervical (International Biological Study on Cervical Cancer —
IBSCC). O IBSCC identificou o virus em 93% dos carcinomas cervicais coletados em 22
paises. Com a nova analise, WALBOOMERS et al. conseguiram uma positividade de
99.7% e referem que entre as causas para 0S resultados falso-negativos prévios estdo a
ruptura das seqiiéncias-alvo do PCR secunddria a integragio viral e a presenga de
espécimes inadequados para a analise. Os casos negativos poderiam ser realmente HPV-
negativos ou conter tipos nio detectaveis, rupturas de seqiiéncias virais, ou pequeno
nimero de copias virais. Os autores enfatizam que este estudo indica que praticamente
todos os canceres cervicais contém o DNA do HPV e que uma vacinagdo profilatica
provavelmente eliminaria o céncer cervical, e isto seria especialmente relevante para os
paises menos desenvolvidos, onde as campanhas de prevengdio sdo economicamente
invidveis. Por outro lado, para os paises desenvolvidos, os seus resultados reforgariam a
necessidade dos testes de detecgdo do HPV em conjunto, ou mesmo, €m substituicdo a

citologia cérvico-vaginal nos programas de prevengao.

A relagdo entre a infecgdo por HPV e o cancer cervical preenche todos 0s
critérios estabelecidos para causalidade, isto €, consisténcia da associa¢do epidemiologica,
seqiiéncia cronologica, especificidade da associacdo e coeréncia entre as evidéncias
biologicas e epidemiologicas. A infecgdo tende a preceder e predizer a incidéncia da
neoplasia cervical. Tipos de alto risco estdo associados a um maior risco de se desenvolver
lesdes evidentes citolégicamente e de progredir de lesoes de baixo grau para de alto grau
(SCHIFFMAN & BRINTON, 1995).

A alta incidéncia de infe¢do por papilomavirus na populagédo geral, o alto indice
de regressio espontanea destas lesdes mesmo naquelas contendo tipos de alto risco, a baixa
freqiiéncia de neoplasia cervical em relagdo ao numero de pacientes infectadas e a presenca

de tumores onde o virus ndo é detectado, nos permite concluir que apenas a infecgdo por
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HPV néo € suficiente para o desenvolvimento do cancer cervical. Assim, passos adicionais
e outros fatores de risco, devem estar implicados na sua patogénese (BORNSTEIN et al.,
1995; HERRINGTON, 1995; PARK, FUJIWARA, WRIGHT, 1995; SCHIFFMAN &
BRINTON, 1995).

Os mecanismos envolvidos na carcinogénese cervical e na evolucdo das lesdes

intraepiteliais neoplasicas de baixo para alto grau e invasdo, estdo relacionados a:

2.1. FATORES VIRAIS

A maioria das infecgdes por HPV € transit6ria e apenas uma pequena parcela
persiste e os fatores determinantes sdo pouco conhecidos. Entretanto, parece que, infecgéio
persistente ocorre mais freqiientemente em mulheres com mais de 30 anos, contendo os
tipos de alto risco ¢ com niimero de particulas virais acima de 100 cOpias/célula. Apenas a
infeccdo persistente no epitélio cervical com tipos oncogénicos ird eventualmente
desenvolver carcinoma (WIKSTROM, 1995; FRANCO, 1996; VOOG, 1996; SONNEX,
1998).

Acredita-se que a invasfo esteja relacionada a eventos moleculares, como por
exemplo, a integragdo do genoma do HPV ao DNA da célula hospedeira, embora este
fendmeno seja pouco freqiiente e ocorra ao acaso durante a persisténcia da neoplasia
intraepitelial cervical de alto grau (SCHIFFMAN & BRINTON, 1995).

Em lesdes benignas e nas neoplasias intraepiteliais cervicais o virus ¢
encontrado na forma nio integrada (epissomal) e esta integrado ao genoma da célula
hospedeira em cerca de 72 a 100% dos carcinomas invasivos cervicais e das linhagens
celulares derivadas do céncer. Parece que a integragdo acontece apds a infeccdo e
persisténcia de tipos virais oncogénicos, e influencia a expressdao do virus e o
comportamento biol6gico das células infectadas, além de possuir um papel importante na
progressdo e manutengdo do estado neoplasico maligno (BORNSTEIN et al., 1995; PARK
et al, 1995; SCHIFFMAN & BRINTON, 1995).

A integragdo ocorre em local ndo especifico no genoma da célula hospedeira.

Entretanto, alguns autores demonstraram a sua presenca em sitios frageis dos
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cromossomos, além de outros préximos a oncogenes celulares como o c-myc € N-myc,
acarretando em instabilidade cromossdmica ou na ativagdo de oncogenes, levando a
progressdo da doenga. No genoma viral a integracdo se faz em local especifico, com ruptura
do DNA na regido dos genes E1-E2, os quais s30 responsaveis pelo controle da expressao
dos genes E6 e E7, induzindo o aumento da transcrigdo destes genes (SWAN, VERNON,
ICENOGLE, 1994; BORNSTEIN et al., 1995; PARK et al, 1995; WIKSTROM, 1995;
SONNEX, 1998).

Apesar de importante, parece que a integragdo nio € um evento necessario para
a carcinogénese cervical, pois foram encontrados tumores contendo o DNA viral na forma

epissomal (PARK et al., 1995).

Tem sido demonstrada a interagdo entre os produtos proteicos dos genes E6-E7
de HPV oncogénicos com as proteinas reguladoras do crescimento celular, fornecendo um
possivel mecanismo de agdo para a sua atividade oncogénica. Estas oncoproteinas virais
sio detectadas em baixas concentragdes nas lesSes benignas € nas neoplasias intraepiteliais
de baixo grau e em niveis maiores nas lesdes intraepiteliais de alto grau € nos carcinomas
invasivos. As evidéncias que comprovam o papel das oncoproteinas E6-E7 nas neoplasias
associadas a0 HPV sio (SWAN et al, 1994; SCHIFFMAN & BRINTON, 1995;
MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997):

estio constantemente presentes nas células carcinomatosas;
- os seus mecanismos reguladores estdo ausentes nas células neoplasicas;
- sdo capazes de imortalizar células levando ao crescimento celular descontrolado;

- promovem instabilidade cromossdmica nas células hospedeiras induzindo a

transformag@o celular.

A proteina E6 do HPV € capaz de se ligar ao produto proteico do gene P53 e 0
E7 ao PRB (gene do retinoblastoma) da célula hospedeira, os quais s80 genes supressores
tumorais envolvidos no controle do crescimento € morte celular (HERRINGTON, 1995;
PARK et al., 1995; WIKSTROM, 1995; MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997).

A ligagio da oncoproteina E6 com o produto proteico do gene P53 leva a
degradac@o deste dltimo, com desbloqueio da divisdo celular e da sintese do DNA do
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hospedeiro, induzindo a persisténcia e replicagio de defeitos genéticos, instabilidade
cromossdmica ¢ acumulo de mutagdes. Além da sua degradagd@o, o E6 pode inibir a sua
fungdo reguladora através da ruptura ou diminuigdo da afinidade de ligagdo entre a p53 e o
DNA celular. Os tipos virais de baixo risco também se ligam a proteina p53, embora com
menor afinidade e nfo sdo capazes de degradi-la (HERRINGTON, 1995; PARK et al.,
1995; WIKSTROM, 1995; MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997). Foi demonstrado que o
E6 € capaz de interagir com as proteinas celulares que regulam a replicagdo do DNA do
hospedeiro e também com os receptores dos fatores de crescimento epidérmicos, além da

ativagdo do promotor do oncogene c-myc (SONNEX, 1998).

A oncoproteina E7 associada a0 pRB libera o fator da transcricio E2F
normalmente ligado ao pRB, levando a ativagdo da transcrigdo de varios genes envolvidos
no controle da proliferagdo celular. Na progressio dos tumores benignos para malignos,
deve haver expressio aumentada da oncoproteina E7. Altos niveis de E7 inativam
totalmente o pRB, enquanto que em baixa quantidade leva ao seu bloqueio parcial, sendo
necessarios eventos adicionais para que ocorra a transformagdo celular. A proteina E7 dos
tipos virais oncogénicos se liga a0 pRB com uma afinidade cinco a 20 vezes maior do que
os tipos de baixo risco (VOUSDEN, 1994; HERRINGTON, 1995; LIU et al., 1995; PARK
et al., 1995; WIKSTROM, 1995; MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997).

A oncoproteina E7 sozinha causa imortalizagio de queratindcitos humanos,
embora ndo seja necessdria a sua ligagdo ao pRB (VOUSDEN, 1994). Além disso, o E6
isoladamente ndo € capaz de imortalizar células. Parece que o E6 potencializa o poder de
imortalizagdo do E7 (PARK et al., 1995). Entretanto, as células imortalizadas pelo E6-E7 in
vifro n3o sdo malignas nas primeiras passagens das culturas. A presenga do HPV nio é
suficiente para induzir a transformagdo maligna, sendo que a acdo de anti-oncogenes e de
outros mecanismos de controle celular, devem influenciar e regular a transcrigdo dos genes
virais e as fungdes das suas oncoproteinas (HERRINGTON, 1995; MAJEWSKI &
JABLONSKA, 1997; SONNEX, 1998). Assim, a perda da fungdo protetora dos produtos
dos genes supressores tumorais, em conjunto com eventos adicionais, como, por exemplo,
outras infecgdes virais e a ativagio de oncogenes, resultam em crescimento tumoral
(BORNSTEIN et al., 1995; SONNEX, 1998).
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2.2. FUMO

A maioria dos trabalhos relacionando o fumo ao carcinoma cervical mostra que
ele ndio é um fator de risco independente quando se leva em conta a infecgdo por HPV,
atuando em associacdo com o HPV ou soznho, através de seus metabolitos com
propriedades carcinogénicas induzindo a mutagdes, ou através da imunossupressao local
(BORNSTEIN et al.,, 1995; DERCHAIN et al., 1995; HERRINGTON, 1995; SCHIFFMAN
& BRINTON, 1995; FRANCO, 1996; VOOG, 1996; SONNEX, 1998).

Foi demonstrada em pacientes fumantes a diminui¢dgo do nimero de células de
Langerhans apresentadoras de antigenos, localizadas no epitélio cervical, levando a
persisténcia da infecgdo viral (HERRINGTON, 1995), embora ndo constatado por
DERCHAIN et al. (1996).

2.3. INFECGOES ASSOCIADAS

O virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) parece contribuir através da
imunossupressdo (local ou sistémica), além de ser capaz de aumentar a transcri¢do do
papilomavirus humano (KAUFMAN, 1995; WIKSTROM, 1995).

Acredita-se que o virus do herpes simples tipo 2 age em sinergismo com o HPV
como iniciador ou promotor da neoplasia cervical. Tem poder de ativar a expressdo dos
genes E6/E7 e de alterar o crescimento das células imortalizadas por HPV 16/18
(BORNSTEIN et al., 1995; HERRINGTON, 1995; KAUFMAN, 1995; PARK et al., 1995).

2.4. HORMONIOS

A “regido controladora longa” do HPV contém receptores para os hormdnios
esteroides (glicocorticéides, progesterona, estrogeno, etc.) que levam a um aumento da
transcrigdo viral promovendo a sua replicagao. Foi demonstrado que os horménios também
aumentam in vitro a capacidade de transformacdo das células infectadas por HPV (CRUM
& BURKETT, 1989; BORNSTEIN et al., 1995; HERRINGTON, 1995; SCHIFFMAN &
BRINTON, 1995).
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O uso de anticoncepcionais orais tem sido inconsistentemente associado a
infecgdo por HPV e parece estar mais relacionado as mudangas do comportamento sexual.
E sugerido que o seu uso ndo aumenta o risco de se adquirir a infec¢do viral, mas que atua
estimulando a atividade do HPV j4 instalado no hospedeiro, através de um efeito direto na
transcri¢do e na expressdo viral (SCHIFFMAN & BRINTON, 1995; SONNEX, 1998).

CRUM & BURKETT (1989) enfatizam que o estrogeno € capaz de favorecer a
infecgdo viral através de um efeito direto no epitélio escamoso, ou através da alteragdo da

resposta imune, esta tltima também promovendo a persisténcia e progressdo da doenga.

2.5. IMUNIDADE

A tesposta a infecgdo viral € mediada por células. A importancia da imunidade
celular ¢ sugerida pela observagio de regressdo espontdnea em lesdes contendo
concentragdo local aumentada de linfocitos e macrofagos e da diminui¢do do numero de
células de Langerhans em fumantes e em pacientes HIV positivas.

O envolvimento da imunidade sistémica tem sido demonstrado através da alta
incidéncia de verrugas e de neoplasia intraepitelial cervical em pacientes imunodeprimidas
como transplantados renais, gestantes e HIV positivos. Embora tenham também sido
detectados anticorpos contra os genes “iniciais” e “tardios”, a sua presenga parece nio ter
correlagdo com o comportamento clinico da lesio (HERRINGTON, 1995; WIKSTROM,
1995; SONNEX, 1998).

2.6. ONCOGENES

Estudos in vitro mostram que o HPV ¢ capaz de cooperar com oncogenes para
induzir a transformagfo celular. Os oncogenes aumentam a expressdo e a amplificacio
génica (SWAN et al., 1994) e estdo envolvidos o H-ras, c-fos e o c-myc, entre outros
(HERRINGTON, 1995; WIKSTROM, 1995).

Além disso, parece que é necessdria a ligagio da oncoproteina E6 com os
oncogenes para que ocorra a inativagdo completa do produto proteico do gene supressor
tumoral P53 (HERRINGTON, 1995).
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Em resumo, embora o HPV ocupe uma posi¢do central na carcinogénese
cervical, apenas a sua presenca nio ¢ capaz de induzir o desenvolvimento neoplasico,
resultante de vérios processos interligados. Assim, parece que a Sua acdo, levando a
inativagio das proteinas supressoras tumorais p53 e pRB, associada a ativacdo de
oncogenes celulares, a interferéncia de fatores celulares envolvidos no controle da
transcrigdo viral e ao escape da vigilancia imunolégica, resulta em transformagdo celular e
neoplasia, sendo a infecg@o por HPV um evento inicial na imortalizagdo celular e a ativagdo
de oncogenes, um evento tardio na carcinogénese cervical (REID et al., 1987; SWAN et al.,
1994: HERRINGTON, 1995). Nado se sabe ao certo se a infec¢do viral € os eventos
celulares envolvidos na transformagdio estdo diretamente relacionados ou se sao
acontecimentos independentes e que quando ocorrem juntos na mesma célula levam a
transformagdo celular (SWAN et al., 1994).

O reconhecimento do papel chave do HPV alterou os conceitos previamente
estabelecidos para o carcinoma cervical. Ainda ndo esta claro qual dos fatores sdo meros
correlatos da infecgdo viral, quais os co-fatores que atuam somente na presenca da infecg¢@o
e quais sdo os fatores de risco independentes. Esforgos tém sido feitos para reconsiderar
cada um dos fatores previamente estabelecidos frente ao papel do papilomavirus humano na
carcinogénese cervical. A investigagdo de co-fatores associados ao HPV e a neoplasia
cervical dominara as pesquisas epidemiolégicas do futuro, embora a sua necessidade possa
variar entre diferentes regides geograficas (SCHIFFMAN & BRINTON, 1995).

PONTEN et al. (1995) acreditam que mesmo a presenca do DNA do HPV em
100% dos casos de neoplasia intraepitelial e invasiva cervical ndo constitui prova de
causalidade, no se podendo excluir a possibilidade de que a infecgiio por HPV seja muito
comum e que por algum motivo, o virus € capaz de permanecer mais tempo no epitélio
neoplasico do que na mucosa normal. Estes autores enfatizam que para provar o0 s€u papel

causal é necessario se demonstrar que:
- o cancer nio se desenvolve na auséncia do virus;
- ainfec¢do por HPV precede o desenvolvimento da neoplasia;
- todas as neoplasias cervicais apresentam o virus em algum estagio da doenca;

- a prevengdo da aquisigio da infecgdo por HPV impede o desenvolvimento

tumoral.
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II. OBJETIVOS DO TRABALHO
%

Estudando os casos diagnosticados como neoplasia intraepitelial vulvar grau III (NIV
IIl) e carcinoma escamoso invasivo da vulva dos arquivos de patologia cirtrgica do
Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, no periodo compreendido entre 1983 e 1995,
procedendo a revisdo histolégica, com a tomada de pardmetros morfologicos e a
deteccdo dos papilomavirus humanos (HPV) pelas técnicas de imuno-histoquimica e
hibridizagdo molecular in situ e da oncoproteina p53 por imuno-histoquimica,
objetivamos relacionar os achados morfolégicos, a presenca do HPV, a detecgdo da

proteina p53 e a idade das pacientes, nos grupos de pacientes:

1. Com neoplasia intraepitelial vulvar grau III (NIV I1I)
2. Com carcinoma escamoso invasivo vulvar
3. Com carcinoma escamoso superficialmente invasivo, e

4. Correlacionar os trés grupos acima entre si.

OBJETIVOS - 49



III. CASUISTICA E METODOS
%

1. SELECAO DAS AMOSTRAS

Através da revisdo dos arquivos de patologia cirargica do Departamento de
Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, no periodo compreendido entre 1983 a 1995, foram selecionadas 102 pacientes
cujos diagnésticos histologicos estavam assim distribuidos: neoplasia intraepitelial vulvar
grau IIT (38 pacientes), carcinoma escamoso superficialmente invasivo (nove pacientes) e

carcinoma escamoso invasivo da vulva (55 pacientes) (ANEXOI).

Algumas pacientes apresentavam mais de um exame anatomopatologico, por
vezes com diagnésticos histolégicos diferentes. Entretanto, para a andlise dos resultados
consideramos o nimero total de pacientes e os diferentes exames anatomopatolégicos
correspondentes foram agrupados, levando-se em conta para a elaboracdo do diagnéstico

final, o aspecto histolégico de maior gravidade ou predominante conforme o caso.

Devido a baixa freqiiéncia das lesdes intraepiteliais neoplasicas grau III e de
carcinoma escamoso superficialmente invasivo da vulva, analisamos neste estudo todos os
casos levantados no periodo de 1983 a 1995, representados por bidpsias, ressec¢oes de

lesdes ou pegas de vulvectomias.

Incluimos também os casos previamente analisados (através de estudo imuno-
histoquimico e de hibridizagdo molecular in sifu) em nosso trabalho anterior
(ENGELMAN, 1994), embora cinco casos de NIV III e dois de carcinoma €scamoso
superficialmente invasivo tenham sido excluidos por desbaste total dos blocos, ndo sendo
possivel assim a realizagdio da pesquisa da proteina p53 através da técnica da imuno-

histoquimica.
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Como havia numerosos casos de carcinoma escamoso invasivo da vulva e a
intengdo, era a de coletar um nimero de casos semelhantes aos de NIV III para fins de
comparagdo, selecionamos apenas as lesdes de carcinoma invasor provenientes de pegas de
vulvectomias, possibilitando uma melhor amostragem do tecido neoplasico, com analise
histolégica mais detalhada da pe¢a como um todo e diagnéstico final mais apurado. Assim,
optamos por incluir neste estudo os casos levantados nos ultimos cinco anos, periodo
compreendido entre 1991 e 1995, considerando-se ser este um material mais recente e,

portanto, melhor preservado.

A partir das requisicbes de exame anatomopatolégico, foram registrados os
dados clinicos, a idade das pacientes e as caracteristicas (clinicas e/ou macroscopicas) das

lesoes.

Todos os espécimes analisados eram provenientes do material de rotina do
servigo, fixados em formalina a 10% e submetidos aos procedimentos habituais para
inclusdo em parafina.

As laminas coradas em hematoxilina e eosina foram reavaliadas, revistos os
critérios diagnésticos de acordo com as defini¢des de neoplasia intraepitelial vulvar grau
I1I, carcinoma superficialmente invasivo e invasivo da vulva, preconizadas pela Sociedade
Internacional para o Estudo das Doengas Vulvares (ISSVD) (WILKINSON, 1990, 1991).
Assim, consideramos como NIV III as lesGes que apresentavam atipias celulares
envolvendo mais de dois tergos da espessura do epitélio; e como carcinoma
superficialmente invasivo, lesdes com profundidade de invasdo menor ou igual a um
milimetro. Se possivel avaliar, levamos em conta também, o diAmetro menor ou igual a
dois centimetros e as lesdes que mostravam miiltiplas dreas de invasdo ou profundidade de

invasio maior do que um milimetro, foram catalogadas como carcinoma invasor.

As varidveis analisadas foram: a idade das pacientes e etnia, o tipo de material
enviado (biopsia, ressec¢do de lesdo, vulvectomia), a presenga de doengas do trato genital
inferior associadas, os aspectos clinicos e/ou macroscépicos das lesbes, a localizagdo e
multifocalidade das lesdes, o diagndstico histolégico e variante histologica, a presenga de
sinais histologicos sugestivos de infecgdo por papilomavirus humanos ¢ as alteragoes

epiteliais adjacentes a neoplasia.
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Lesdes multifocais foram definidas como aquelas contendo mais de uma lesdo,
localizadas na regidio vulvar e separadas por epitélio ndo neoplasico. Foram consideradas
como multicéntricas aquelas apresentando lesGes neoplasicas em outros locais do trato

genital feminino inferior, além da regido vulvar.

As alteragSes histologicas sugestivas de infecgdo viral que sdo detectadas
principalmente no ter¢o superior do epitélio incluem: coilocitose, bi- ou multinucleagio,
disceratose, hiperceratose, paraceratose, acantose, alongamento dos cones epiteliais,
papilomatose e hiperplasia da camada basal e parabasal do epitélio (VOOG, 1996;
KLUZAK & KRAUS, 1987; KURMAN, NORRIS, WILKINSON, 1992). Quando todas
estas alteragGes estavam presentes na lesdo neoplasica ou no epitélio adjacente, elas foram
classificadas como condiloma, acuminado ou plano. Entretanto, quando ndo havia todos os
critérios para o diagndstico de condiloma, classificamos estas alteragdes como coilocitose,
com diferentes graus de intensidade, graduados de forma subjetiva levando-se em

consideragdo a quantidade de células alteradas e o grau das atipias nucleares.

As variantes histolégicas das neoplasias intraepiteliais vulvares grau III foram
definidas como bowenoide, basaléide e diferenciado, sendo as lesdes classificadas de
acordo com o padrio predominante (KURMAN et al, 1992; COSTA et al., 1995;
KAUFMAN, 1995):

- bowenoéide: presenga de atipias nucleares marcadas, com grande variagdo na

forma e no volume dos nucleos, multinucleagdo e disceratose;

- basaloide: células atipicas, relativamente uniformes, imaturas, semelhantes as
c€lulas da camada basal do epitélio;

- diferenciado: presenga de atipias nucleares ou pérolas cérneas apenas na
camada basal do epitélio, apresentando maturagio normal nos dois tercos

restantes.

Além disso, avaliamos a presenca de extensio da neoplasia para os anexos
cutdneos nos casos de NIV III e carcinoma superficialmente invasivo e nestes dltimos,
também a profundidade de invasdo estromal.

CASUISTICA E METODOS - 53



Os critérios histolégicos utilizados para o diagnéstico de invasdo tumoral foram
(WILKINSON, 1987; KURMAN et al., 1992):

- presenga de infiltrado inflamatério, fibrose ou edema na drea de invasao;

- perda do arranjo em paligada das células epiteliais ao nivel da jungdo dermo-

epidérmica, com crescimento epitelial desordenado;
- células escamosas isoladas se estendendo ao estroma subjacente €;

- aumento da eosinofilia citoplasmatica das células invasoras.

A profundidade de invasio do tumor foi considerada como a medida
perpendicular a partir da jungdo dermo-epidérmica da papila dérmica mais superficial
adjacente ao tumor, até o ponto mais profundo da invasdo tumoral, através de ocular
calibrada, como recomendado pela Sociedade Internacional para o Estudo das Doengas
Vulvares (ISSVD) (WILKINSON, 1990, 1991).

O carcinoma invasivo vulvar foi graduado, como preconizado pelo Grupo de
Oncologia Ginecolégica (KURMAN et al., 1992), de acordo com a porcentagem de células
indiferenciadas presentes no tumor. Estas células sdo caracterizadas por serem pequenas,
com citoplasma escasso e infiltram o estroma em pequenos blocos sélidos ou em arranjo

cordonal. Assim, a neoplasia pode ser graduada em:
- Grau [; tumores que ndo apresentam células indiferenciadas;
- Grau II: presenga de menos de 50% de células indiferenciadas;

- Grau III: tumores apresentando 50% ou mais de células indiferenciadas.

Os subtipos histolégicos do carcinoma escamoso invasivo da vulva foram
classificados como: queratinizante, ndo queratinizante, basaloide, verrucoso ¢
condilomatoso, de acordo com as defini¢des recomendadas pela Organizagdo Mundial de
Saude (SCULLY et al., 1994):

- queratinizante: células atipicas maduras, com citoplasma abundante e

eosinéfilo, com formagdo de pérolas de queratina de permeio a neoplasia;

- ndo queratinizante: presenga de algumas células isoladas queratinizadas, porém
ndo ha formagdo de pérolas corneas;
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- basaléide: células escamosas imaturas atipicas, uniformes, semelhantes as
c€lulas da camada basal do epitélio, com citoplasma escasso e ntcleo ovalado.
Presenca de maturagdo ou queratinizacio ocasional no centro dos blocos
neoplasicos;

- verrucoso: células neopldsicas bem diferenciadas, com atipias celulares
minimas e citoplasma amplo e eosinéfilo. Aspecto VEITuco0so, com invasio

estromal de padrdo compressivo;

- condilomatoso: células atipicas maduras, com caracteristicas celulares de

infecgdo viral (atipias coilocitdticas) e aspecto papilomatoso.

Quando presentes, os produtos de linfadenectomia foram analisados para a

identificagio de metastases ganglionares.

Foram selecionados os melhores blocos para a realizagio das técnicas especiais,
levando-se em conta o tamanho do espécime, a presenca de alteragbes histoldgicas
sugestivas de infecgdo viral e de 4reas histologicamente normais adjacentes as lesdes. Os
mesmos blocos foram utilizados para os métodos de detecgdo viral e da proteina p53. Estas
técnicas foram repetidas quando necessario, até se conseguir um resultado considerado
satisfatorio para uma avaliagdo adequada, ou até o desbastamento total do bloco.

Estes estudos especificos foram realizados no Laboratério de Patologia
Experimental do Centro de Atengdo Integral 2 Satide da Mulher-CAISM/FCM/UNICAMP.
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2. IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

A pesquisa do antigeno do capsideo do papilomaviru humano e da proteina p33
foi realizada segundo os procedimentos habituais de imuno-histoquimica (HSU, RAINE,
FANGER, 1981; TAYLOR et al., 1994; RESNICK et al., 1995; PILERI et al., 1997). A
variante utilizada para a revelagdo do anticorpo primario ligado ao antigeno foi o método da
estreptavidina-biotina-peroxidase (S-ABC) (Kit Dako, K-377).

A reagdo de imuno-histoquimica permite a localizagdo de antigenos celulares
conjugados a um anticorpo especifico via enzima peroxidase. Uma substancia geradora de
cor contendo perdxido de hidrogénio € adicionada para reagir com a enzima peroxidase ¢
precipita no local onde o antigeno estd presente. S3o utilizados trés reagentes principais:
anticorpo priméario especifico para o antigeno a ser localizado, anticorpo secunddrio capaz
de ligar-se ao primédrio e conjugado & biotina e, complexo de peroxidase conjugado a

estreptavidina e biotina. O procedimento detalhado encontra-se nos ANEXOS II e III.

Foram utilizados controles para maior confiabilidade dos resultados. O controle

positivo constou de um caso sabidamente positivo para a reago, colocado juntamente com

a bateria de casos-teste em cada dia de reagdo. O controle negativo foi a mesma lamina que

a utilizada para controle positivo, onde colocou-se soro fisiolégico em substituicdo ao

anticorpo primério; o restante da reagéo foi idéntico aos casos-testes.

Os resultados foram analisados através do microscopio 6ptico comum. Foram
considerados positivos para a pesquisa do antigeno viral, os casos que apresentaram pelo
menos um nucleo nitidamente corado, de coloragdo acastanhada, em contraste com OS
azulados negativos corados pela hematoxilina e graduados de forma semiquantitativa como
a utilizada para a proteina p33.

A imunodeteccdo da proteina p53 foi avaliada de forma semiquantitativa,
baseada na intensidade e propor¢io de células coradas em relagdo as desprovidas de
coloragio (TERVAHAUTA et al., 1993; LAMBKIN, MOTHERSILL, KELEHAN, 1994;
VASSALLO et al., 2000):

(-) = reagdo negativa, auséncia de células coradas;

(+) = reagdo fracamente positiva, apresentando até 10% de células coradas;
(++) = reagdo positiva, grau moderado, corando entre 10 e 50% das células;

( +++) = reagdo com positividade intensa, com mais de 50% das células coradas.
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3. HIBRIDIZACAO MOLECULAR IN SITU (HIS) (NAGAI et al., 1987)

Nesta técnica, foram utilizadas sondas de DNA especificas para os HPVs tipos
6/11, 16/18 e de amplo espectro (HPV:s 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35,45, 51 ¢ 52) (nimeros
de catidlogo Y1411, Y1412 e Y1404, Dakopatts, USA), marcadas com biotina. A
visualizagdo da reagdo foi feita através da revelagdo da biotina ligada a sonda com o
sistema CSA — Catalyzed System Amplification (ntimero de catalogo K1500, Dakopatts,
USA), seguindo as intrugdes do fabricante.

Neste estudo incluimos também os casos previamente analisados em nosso
trabalho anterior (ENGELMAN, 1994), cuja técnica de hibridiza¢do molecular in situ foi
realizada através do “kit” comercial PathoGene, Enzo Diagnostics, Inc, New York (32877A
e 32877B), contendo sondas biotiniladas para os HPVs tipos 6/11, 16/18 e 31/35/51, cujo
procedimento ¢ padronizado pelo fabricante e ja anteriormente descrito (ENGELMAN,
1994).

O procedimento detalhado encontra-se nos ANEXOS II e III.

Foram utilizados controles positivos e negativos, para melhor confiabilidade
dos resultados. O controle positivo constou de um caso sabidamente positivo para a reagéo,
colocado juntamente com a bateria de casos-teste em cada dia de reagdo. O controle
negativo foi a mesma ldmina que a utilizada para controle positivo, onde se colocou soro
fisiolégico em substituigdo as sondas biotiniladas utilizadas; o restante da reagdo foi

idéntico aos casos-testes.

A visualizagdo de um precipitado acastanhado intra-nuclear, indicador da
presenga do genoma viral na célula, foi realizada através de microscépio Gptico comum.
Foram considerados como positivos quando pelo menos um niicleo apresentava-se
fortemente corado, em contraste com os azulados negativos corados pela hematoxilina e a
intensidade da reagdo, graduada de forma semiquantitativa como a utilizada para a proteina
p33.
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4. ANALISE ESTATISTICA

O teste do qui-quadrado foi empregado para a andlise da associagdo entre as
varidveis nos trés grupos de pacientes incluidas no estudo. Quando necessério, isto €, na
presenga de um valor esperado menor do que cinco, utilizamos o teste exato de Fisher
(FLEISS, 1981; BEIGUELMAN, 1991).

Para verificar quais das varidveis estudadas influenciavam a detecgdo do
papilomavirus humano ¢ da proteina p53, realizamos a analise de regressido logistica ndo
condicional (FLEISS, 1981; HOSMER & LEMESHOW, 1989a, 1989b).

A variavel idade foi avaliada através do teste t de “Student” (BEIGUELMAN,
1991).

Consideramos como resultado estatisticamente significante, quando obtivemos

um valor de p < 0,05.

A anglise estatistica foi realizada em conjunto com o Servigo de Estatistica da
Comissio de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, através dos programas de informatica “Statistical Analysis System”, versao
6.12b (SAS Institute Inc, North Carolina, USA) ¢ “Epilnfo”, versdo 6.02b (Centers of
Disease Control, Georgia, USA).
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1IV. RESULTADOS

1. NEOPLASIA INTRAEPITELIAL VULVAR GRAU III (Anexo I)

Durante o periodo levantado, compreendido entre 1983 e 1995, foram
identificadas 38 pacientes com o diagndstico histologico de neoplasia intraepitelial vulvar
grau III (Figura 1). Podemos observar que na década de 80, foram diagnosticados treze

casos de NIV III e na década de 90, vinte e cinco.
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FIGURA 1 - Distribuicdo dos casos de NIV IlI, levantados entre 1983 e 1995

Como ja previamente mencionado, sempre que disponiveis, analisamos os
dados clinicos coletados a partir das requisicdes de exames anatomopatologicos como:
idade das pacientes, etnia e presenca de outras lesdes associadas no trato genital feminino
inferior. Também avaliamos a localizacdo, a focalidade e o aspecto macroscopico das

lesdes, através dos dados clinicos ou da analise anatomopatolégica.
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Através do exame microscopico foram identificadas as variantes histologicas, a
presenca de sinais histologicos sugestivos de infecgdo viral, a extensdo da neoplasia para 0s

anexos cutineos e as alteragdes epiteliais adjacentes a neoplasia intraepitelial vulvar IIL.

1.1. DISTRIBUIGAO ETARIA

As idades das pacientes estavam disponiveis em apenas 37 dos 38 casos em
estudo e variou entre 15 e 82 anos, com idade média de 47,5 anos, desvio padrdo de 199 ¢
mediana de 43 anos, sendo que 45,9% delas apresentavam idade inferior ou igual a 40 anos

(Figura 2).
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FIGURA 2 - Idade das pacientes com neoplasia intraepitelial grau 1

1.2. ETNIA

Relatada em 32 dos 38 casos, sendo 24 (75%) caucasbides e oito (25%) afro-

brasileiras ou descendentes.

1.3. TIPO DE CIRURGIA REALIZADA

Nove pacientes apresentavam mais de um exame anatomopatologico, seja por
biopsia seguida de ressecgdo da lesdo ou vulvectomia, seja por ampliagdo devido a
envolvimento de margem cirtrgica. Nestas, consideramos a cirurgia mais ampla realizada,

estando assim distribuidas (Figura 3):
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Hressecgao de lesdo (11)
28,9%

@ biopsias (22)
57,9%

E vulvectomia parcial (3)
7.9%

@ vulvectomia simples (2)
5,3%

FIGURA 3 - Tipos de pecas cirurgicas enviadas para exame anatomopatoldgico nos casos
de NIV Il

1.4. HISTORIA DE OUTRAS LESOES ASSOCIADAS NO TRATO GENITAL FEMININO INFERIOR

Das 38 pacientes em estudo, 14 (36,8%) apresentavam outras doengas do trato
genital inferior associadas, pregressas ou concomitantes, discriminadas na historia clinica
das requisicbes de exame anatomopatolégico. O colo uterino foi o local mais

freqiientemente afetado, ocorrendo em 11 casos (78,6%):

- um caso de condiloma do colo uterino;

- um condiloma do colo uterino associado a tricomoniase e VDRL positivo;

- um condiloma cervical associado a neoplasia intraepitelial vaginal grau II com
condiloma e sorologia positiva para o HIV;

- gestante com citologia cérvico-vaginal classe III de Papanicolaou;

- um caso com citologia cérvico-vaginal classe III de Papanicolaou e molusco
contagioso em vulva;

- dois casos de neoplasia intraepitelial cervical grau III;

- dois de carcinoma cervical invasivo;

- um caso de carcinoma invasivo do colo uterino e do tergo distal da vagina;

- um com carcinoma invasivo do colo uterino associado a neoplasia intraepitelial

vaginal grau III;
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- um caso com condiloma de vagina;
- um com neoplasia intraepitelial vaginal grau III com condiloma;

- um caso onde a paciente tinha sorologia positiva para o HIV.

As 24 pacientes restantes, ou ndo apresentavam outras lesdes associadas, ou

estas ndo foram relatadas pelo clinico no preenchimento da requisi¢o de exame.

A idade média das pacientes apresentando lesdes multicéntricas foi de 44,8
anos, desvio padrdo de 18,3 e mediana de 45 anos, enquanto que no grupo onde néo foram
relatadas outras lesdes associadas foi de 48.9 anos, desvio padrio de 20,9 e mediana de

40,5 anos, ndo significante do ponto de vista estatistico.

Cinco pacientes (35,7%) com lesdes multicéntricas apresentavam condiloma e
nove (64,3%), epitélio normal ou hiperplasico adjacente a neoplasia intraepitelial vulvar. O

condiloma associado a NIV III ndo estava associado a multicentricidade.

1.5. ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES

Foram coletados os dados macroscopicos das lesdes a partir das descrigdes
clinicas ou anatomopatolégicas, que estavam relatados em apenas 24 casos e revelavam

mais freqiientemente:

- oito pacientes (33,3%) apresentando apenas alteragdes cromaticas (quatro

hipocrémicas, duas hipercromicas e duas com hipo- e hipercromia);

- sete (29,2%) com lesdes elevadas (papulas ou nddulos) e com alteragoes
discromicas (trés hipocrémicas, duas hipercromicas e duas com hipo- e

hipercromia);

- seis (25%) com lesdes rugosas e/ou hiperceratoticas, sendo que duas

apresentavam alteragdes discromicas associadas;
- duas (8,3%) referidas apenas como apresentando teste de Collins positivo;
- uma (4,2%) com lesdo ulcerada.

O tamanho das lesdes foi relatado em apenas oito casos, medindo a menor 0,4

cm e a maior 2,5 cm nos maiores eixos, com média de 1,6 cm na sua maior extensao.
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1.6. LOCALIZAGAO DAS LESOES

O local das lesdes de NIV III foi relatado em 27 casos, sendo que em 15
pacientes (55,6%), apenas uma regido da vulva estava envolvida e em 12 (44,4%), mais de

um local e secunddrio a lesdo extensa ou multifocal.

Assim, para identificar se havia predilegdio para determinada regido da vulva,

foram somados todos os locais referidos e identificamos a seguinte distribuigio (Tabela 1):

TABELA 1
Distribuicéo das lesGes de NIV Il somando-se todas as regides envolvidas
Regides vulvares envolvidas Numero de lesdes (total = 50)
Grandes labios 15 (30%)
lado néo referido 1
direito 8
esquerdo 6
Pequenos labios 15 (30%)
lado néo referido 1
direito 8
esquerdo 6
Fuarcula 11 (22,2%)
Clitoris 2 (4%)
Perineo 2 (4%)
Vulva a direita 1(2%)
Vulva a esquerda 1(2%)
As 9 e 12 horas 1(2%)
Perianal 1(2%)
Sulco intergliteo 1(2%)

NIV I1l: neoplasia intraepitelial vulvar grau lli

1.7. FOCALIDADE DAS LESOES

As lesbes foram classificadas como unifocais e multifocais baseando-se nos
dados clinicos, na presen¢a de biépsias multiplas com identificagdo dos diferentes locais,
ou apos a avaliagdo histologica de ressecgdes ou vulvectomias que mostravam mais de um
foco de neoplasia intraepitelial vulvar grau III separados por epitélio normal ou nio

neoplasico.
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Dos 38 casos analisados, nfo foi possivel avaliar a focalidade em 20 (52,6%).
Os 18 restantes estavam assim distribuidos: 13 lesdes multifocais (72,2%) e cinco (27,8%)
unifocais.

A idade média das pacientes que apresentaram lesdes multifocais foi de 55
anos, desvio padrdo de 15 e as com lesdes unifocais, 48,2 anos e desvio padrédo de 23,9 (ndo

significante do ponto de vista estatistico).

Lesdo multicéntrica estava presente em quatro pacientes (30,8%) com NIV III

multifocal e em quatro (80%) com NIV III unifocal (nfo significante estatisticamente).

Em relagéo s alteracdes epiteliais adjacentes no grupo com lesdes multifocais,
seis apresentavam condiloma e seis, hiperplasia escamosa ou epitélio normal, enquanto que
nas pacientes com lesfo unifocal, uma tinha condiloma e quatro epitélio normal ou

hiperplasico (diferenca ndo significante do ponto de vista estatistico).

1.8. VARIANTES HISTOLOGICAS

As variantes histolégicas da neoplasia intraepitelial vulvar grau III estavam
distribuidas em: 35 casos (92,1%) de padrio bowenéide (Figura 4) e trés (7,9%) da variante
basaloide (Figura 5). Nenhum caso foi diagnosticado como NIV III variante diferenciada.

Mesmo nas pacientes com mais de um exame anatomopatoldgico, as variantes
histolégicas foram as mesmas nas diferentes bi6psias, exceto um caso onde o diagnéstico
inicial foi de variante basaloide na bidpsia € na vulvectomia simples realizada
posteriormente, bowendide. Assim, na andlise final, foi considerado como bowenodide, por

ser o padrio histolégico predominante na lesdo.
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FIGURA 4 - Neoplasia intraepitelial vulvar grau lll, variante bowenoide (B.4791/94, HE)
A) Aumento 10x.
B) Pormenor, aumento 20x. Atipias nucleares marcadas, binucleacdes e mitoses.

FIGURA 5 - Neoplasia intraepitelial vulvar grau lll, variante basaléide
A) B. 18719/88, HE, 20x
B) B.61196/91, HE, 40x

As pacientes com a variante bowenoide apresentavam idade média de 47,7 anos
e desvio padrio de 20,4 € as com padrio basaldide, 44,3 anos e desvio padrdo de 15,5 (ndo

significante estatisticamente).

Dentre as 35 pacientes com a variante histologica bowenoide, 12 (34,3%)
apresentavam outra lesdo associada no trato genital inferior, 11 (31,4%) eram multifocais,
16 (45,7%) tinham les@o de condiloma associado e 17 (48,6%) epitélio adjacente normal ou

hiperplasico.
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Em relacdo a variante basaloide, duas (66,7%) tinham lesdes multicéntricas,

duas (66,7%) eram multifocais e nenhuma apresentava condiloma associado.

Considerando-se a presen¢a de lesdo multicéntrica, a focalidade das lesdes ¢ as
alteragdes no epitélio adjacente a lesdo de NIV III e comparando-as com ambas as variantes

histoldgicas, a analise estatistica ndo demonstrou significancia.

1.9. SINAIS HISTOLOGICOS SUGESTIVOS DE INFECGAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANOS

Os sinais morfol6gicos sugestivos de infeccdo por HPV, isto é, alteragdes
coilocitoticas, disceratose e binucleagdo, além de outras alteracdes secundarias menos
especificass como: hiperceratose, paraceratose, acantose, hiperplasia da camada basal e
parabasal do epitélio e papilomatose, foram identificados em 29 pacientes (76,3%), com

intensidade variavel (Figura 6).

s
e

L
L

FIGURA 6 - Alteragoes coilocitéticas na superficie do epitélio de NIV Ill bowendide
(B.7325/93, HE, 20x)

Na maioria dos casos, as alteragdes coilocitoticas foram identificadas no
epitélio de NIV III e em alguns, também no epitélio adjacente ndo neopldsico. Apenas uma
paciente apresentava alteragdes coilocitoticas somente no epitélio ndo atipico adjacente a

lesdo (Tabela 2).
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TABELA 2

Intensidade e localizagao das alteragoes histolégicas sugestivas de infecgao
viral nas lesdes de NIV il

Distribuicao topografica
Apenas no Apenas no epitélio Epitélio de NIV Ill e Total
epitélio de NIV lll adjacente ndo neoplasico adjacente ndo neoplasico
Alteracoes coilocitoticas
leve (+) 8 0 1 9(31%)
moderada (++) 4 0 5 9 (31%)
intensa (+++) 2 1 8 11 (37,9%)
Total 14 1 14 29

NIV 1lI: neoplasia intraepitelial vulvar grau Ill

A idade média das pacientes apresentando alteragdes coilocitoticas foi de 49,5
anos e desvio padrio de 19,8 e das desprovidas de coilocitose, 41 anos e desvio padréo de
19,9, estatisticamente ndo significante. Também nfo foi significante quando

correlacionamos com a intensidade das alteragdes coilocitoticas.

Do grupo contendo alteragdes coilocitdticas (29 casos), 11 (37,9%)
apresentavam lesdo multicéntrica, 12 (41,4%) multifocais; 28 (96,6%) casos eram da

variante histologica bowenoéide.

Dentre o grupo desprovido de coilocitose (nove casos), trés (33,3%) tinham

doenca multicéntrica, uma (11,1%) lesdo multifocal e sete (77,8%) da variante bowendide.

Comparando-se estes dados entre as pacientes apresentando ou ndo alteragées
coilocitdticas, nio observamos diferenca do ponto de vista estatistico. Entretanto, pudemos
observar que dentre trés pacientes apresentando a variante histologica basaléide, duas néo

tinham coilocitose e uma apenas de grau leve.

Em relagio ao epitélio adjacente a lesdo de NIV III, dentre as 18 pacientes com
epitélio normal ou hiperplasico, dez (55,6%) apresentavam alteragdes coilocitéticas, sendo
de grau leve em sete (70%).
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1.10. EXTENSAO PARA OS ANEXOS CUTANEOS

Apenas 24 dos 38 casos apresentavam anexos cutdneos nos cortes histologicos
para avaliacdo. Destes, foi observada extensdo da neoplasia em nove casos (37,5%): seis
(66,7%) somente para foliculos pilosos, um (11,1%) para pélos e glandulas sebaceas, um

(11,1%) para pélos e glandulas mucosas e um (11,1%) somente para glandulas sebaceas.

1.11. ALTERAGCOES EPITELIAIS ADJACENTES AS LESOES DE NIV Il

Dentre os 38 casos com diagndstico de NIV III, em trés o espécime estava
representado apenas pelo epitélio neoplasico, ndo sendo possivel, assim, a avaliagdo do

epitélio ndo atipico adjacente.

O epitélio adjacente ao NIV III nos 35 casos passiveis de andlise apresentou-se:

em 16 casos (45,7%) com epitélio normal, isto ¢, sem alteragdes;
- em dois casos (5,7%) com hiperplasia escamosa;

- em 16 casos (45,7%) com condiloma, sendo sete acuminados (Figura 7) e

nove do tipo condiloma plano;

- emum (2,9%) com alteragdes coilocitdticas leves.

Assim, observamos que dos 19 casos contendo lesdo no epitélio adjacente, 17
(89,5%) apresentavam alteragGes histoldgicas sugestivas de infec¢do por HPV e apenas
dois (10,5%) hiperplasia escamosa.

A idade média das pacientes apresentando lesdo de condiloma foi de 47,9 anos,
desvio padrio de 21,1 e mediana de 45 anos, e a do grupo com epitélio adjacente normal ou
hiperplasico, 49,2 anos com desvio padrdo de 20,3 e mediana de 44 anos, ndo significante

do ponto de vista estatistico.
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FIGURA 7 - Condiloma acuminado adjacente a NIV Ill bowendide (B.11362/87, HE, 40x)

1.12. DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

A pesquisa do antigeno do capsideo dos papilomavirus humanos foi positiva em
13 dos 38 casos analisados (34,2%) e identificada nas camadas mais superficiais do
epitélio, de condiloma ou de NIV III, junto as dreas de paraceratose e coilocitose (Figuras 8
e 9). Entretanto, a distribui¢do e o numero de células positivas foram muito variados, sendo
que a maioria dos casos apresentava poucos nucleos corados e de distribuicdo focal

(Figuras 8 e 9), predominantemente no epitélio atipico.

A intensidade da reacéo foi de grau leve em nove casos (69,2%), moderado em

trés (23,1%) e intenso um (7,7%).

Quanto a localizagdo do sinal positivo, este estava presente somente no epitélio
do condiloma adjacente em dois casos (15,4%), embora ambos apresentassem alteragdes

coilocitoticas de grau intenso no epitélio de NIV IIL

Qito casos (61,5%) foram positivos apenas no epitélio de NIV III (Figura 8),
sendo que dois apresentavam lesdo de condiloma no epitélio adjacente (Figura 9). Em trés
(23,1%) a reacdo positiva estava presente no NIV III e condiloma adjacente, sendo de

coloragdo mais intensa na lesdo de condiloma e menos acentuada no epitélio atipico.
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FIGURA 8 - Reagao positiva para o antigeno viral na superficie do epitélio de NIV 11l (IHQ)
A) em ceélula coilocitética isolada (B.11741/94, 40x)
B) em varias células contendo alteracdes coilocitéticas (B. 2051/86, 40x)

FIGURA 9 - Reagao positiva para o antigeno viral no terco superior do epitélio de
condiloma acuminado adjacente a NIV [l (IHQ)

A) em células isoladas (B.11741/94, 40x)
B) em células paraceratéticas (B. 11362/87, 40x)

O epitélio adjacente a lesdo de NIV III nos casos positivos estava representado
por epitélio normal em cinco (38,5%) e sete (53,8%) por condiloma. Um caso era

constituido apenas por epitélio atipico.

Quatro pacientes (30,1%) tinham lesdes multicéntricas e trés (23,1%)

multifocais. Em todas, a variante histoldgica presente era de padrdo bowenoide.
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Dos 13 casos positivos a imuno-histoquimica, oito (61,5%) foram também
positivos pela hibridizagdo molecular in situ (um em grau leve, trés moderado e quatro

intenso) e trés (23,1%) para a p53, todos com intensidade leve.

A idade média do grupo positivo foi de 43,7 anos e desvio padrio de 20,5 e a
do grupo negativo 49,5 anos, com desvio padrio de 19,7 (diferenga ndo significante

estatisticamente).

Analisando-se a presenca de alteragdes coilocitdticas nos 25 casos com reagéo
imuno-histoquimica negativa, observamos que sete (28%) nfio apresentavam coilocitose,
enquanto ela estava presente em 18 lesdes (72%) (sete de grau leve, seis moderado e

intenso em cinco casos).

Quanto as alteragSes epiteliais adjacentes ao NIV III nos casos negativos, o
epitélio era normal em 11 (44%), nove (36%) apresentavam condiloma, um (4%) tinha
alteragGes coilocitéticas leves e dois (8%) hiperplasia escamosa. Em dois casos (8%) ndo

havia epitélio ndo neoplasico no espécime para avaliaggo.

Das 25 pacientes com reagdo imuno-histoquimica para HPV negativa, dez
(40%) apresentavam lesdes multicéntricas e dez (40%) multifocais; 22 (88%) eram de
padrdo bowenoide e trés (12%) da variante basaldide.

Quanto ao resultado pela técnica de hibridizagdo molecular in situ, 16 (64%)
foram negativos e nove (36%) positivos, sendo dois em grau leve, quatro moderado e trés
intenso. A proteina p53 foi detectada em cinco casos (20%), todos com leve grau de

mtensidade.

Comparando-se a idade média, a presenca de lesdes multicéntricas e
multifocais, a variante histologica, as alteragSes epiteliais adjacentes a lesdo de NIV III e os
resultados da hibridizagdo molecular in situ e da pesquisa da proteina pS53 entre os grupos
de pacientes com imuno-histoquimica positiva e negativa para a pesquisa do antigeno do
capsideo viral, ndo detectamos diferengas significantes através da andlise estatistica.
Entretanto, pudemos observar que todos os quatro casos cuja intensidade da reacio da
imuno-histoquimica foi de grau moderado a intenso foram também positivos pela técnica

de hibridizagio molecular in situ. Os casos com imuno-histoquimica de grau leve
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apresentaram distribuicdo semelhante entre os resultados positivos e negativos através da

hibridiza¢cdo molecular in situ.

E interessante notar a correlagdo entre o resultado e a intensidade da reagdo
imuno-histoquimica com o tipo de HPV presente nas lesdes (p = 0,02). Dos doze casos
contendo apenas o HPV tipo 16/18, nove (75%) eram negativos € trés (25%) positivos (dois
em grau leve e um moderado). Dentre os quatro casos com infec¢do mista, todos foram
positivos para a detecgdo do antigeno do capsideo viral (um em grau leve, dois moderado e

um intenso). O mesmo ocorreu com o unico caso contendo apenas 0 HPV tipo 6/11.

Embora a presenca ou auséncia de alteragdes coilocitéticas ndo estivesse
associada ao resultado do exame imuno-histoquimico, a intensidade da coilocitose estava
relacionada com a positividade da técnica (p = 0,03): dos casos com alteragdes
coilocitoticas leves, seis foram negativos e trés positivos. Dos casos com coilocitose
moderada, oito foram negativos e um positivo. No grupo com coilocitose intensa, quatro

foram negativos e sete positivos.

A presenga de condiloma, epitélio normal ou hiperplasico adjacente as lesoes de
NIV III ndo mostraram diferenca no resultado positivo ou negativo da reagdo imuno-
histoquimica, embora tenhamos observado que 43,7% das lesGes contendo condiloma e
apenas 26,4% dos casos com epitélio normal ou hiperplasico foram positivas, todos em
grau leve. Além disso, a relagdo entre a intensidade da reagdo e o tipo de alterag@o

histolégica presente no epitélio adjacente foi significante (p = 0,04).

1.13. DETECGAO DO DNA VIRAL ATRAVES DA HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU

Reagdo positiva para a presenga do DNA viral ocorreu em 17 dos 38 casos
(44,7%). Se considerarmos apenas 0s tipos virais onco énicos de alto risco, isto €, o HPV
p e

16/18, eles estavam presentes em 16 casos (42,1%).

A positividade da reagdo foi mais freqiiente e intensa no ter¢o superior do
epitélio de NIV III (Figura 10) ou em epitélio ndo neoplasico adjacente (Figura 11), em
células com ou sem alteragdes coilocitoticas. Em poucos casos houve também coloragdo de

alguns nucleos da camada intermedidria, com menor grau de intensidade.
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A intensidade da reacdo foi varidvel, sendo de grau leve em trés casos (17,6%),

moderado em sete (41,2%) e intenso em sete casos (41,2%).

FIGURA 10 — Hibridizagdo molecular in situ positiva para o HPV 16/18 no tergo superior
do epitélio com NIV Il bowendide, em células desprovidas de coilocitose
(B.363/95, HIS, 20x). A e B - diferentes lesdes em uma mesma paciente

FIGURA 11 — Hibridizagdo molecular in situ positiva para o HPV 6/11 no tergo superior
do epitélio, em lesdo de condiloma acuminado adjacente a NIV i

(B.6873/95, HIS). Aumentos: 10x (A) e 20x (B)

Dentro do grupo de pacientes com reagdo positiva, observamos que 13 (76,5%)

apresentavam alteragdes coilocitoticas (duas de grau leve, trés moderado e oito intenso).

Quanto as alteragdes epiteliais adjacentes a lesdo de NIV III nos casos

positivos, dez (58,8%) tinham condiloma, um (5,9%) hiperplasia escamosa e cinco
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(29,4%), epitélio normal. Seis pacientes (35,3%) apresentavam lesdes multicéntricas, trés
(17,6%) multifocais, 16 (94,1%) eram da variante bowendide e uma basaldide. Oito

(47,1%) foram positivos para o antigeno do capsideo viral e cinco (29,4%) para a p33.

Dentre os 21 casos negativos para a pesquisa do DNA viral, observamos que 16
(76,2%) apresentavam alteragSes coilocitoticas de grau variado (grau leve em sete,
moderado em seis, € intenso em trés casos); localizadas apenas no epitélio de NIV III em
dez casos, no epitélio atipico e de condiloma em cinco e no NIV III e epitélio adjacente

contendo apenas coilocitose leve em um caso.

Quanto as alterag¢des epiteliais adjacentes a lesdo de NIV III nos casos negativos,
elas estavam representadas por epitélio normal em doze casos (57,1%), com condiloma em
cinco (23,8%), coilocitose discreta em um (4,8%) e hiperplasia escamosa em um (4,8%).

Dois casos (9,5%), ndo apresentavam epitélio ndo neoplésico adjacente para avaliagio.

Oito pacientes (38,1%) apresentavam lesdes multicéntricas, dez (47,6%)
multifocais e 19 (90,5%) eram da variante histologica bowenoide. Cinco (23,8%) foram

positivos para o antigeno do capsideo viral e trés (12%) para a proteina pS53.

A presenca ou auséncia de alteragdes coilocitoticas ndo estava relacionada ao
resultado da hibridizagdo molecular in situ. Entretanto, observamos significancia estatistica
entre o grau de coilocitose e o resultado positivo e negativo, e também com a intensidade

de positividade da reagdo de HIS (p=0,05).

Observamos que a presenga de condiloma ou epitélio normal adjacente a lesdo de
NIV III também estava relacionada com o resultado positivo ou negativo da rea¢do, nos

limites da significancia estatistica (p = 0,09).

A idade média das pacientes com reagdo positiva foi de 38,8 anos com desvio
padrdo de 17,6 e do grupo negativo, 54,8 anos e desvio padrio de 19,1, diferenca
significante através do teste ¢ de “Student” (p = 0,02).

Através da andlise multivariada, observamos que as variaveis idade e alteragdo

do epitélio adjacente a neoplasia intraepitelial, continuaram associadas a deteccdo do DNA
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viral, onde grupos de pacientes mais jovens (p=0,03) e contendo condiloma associado a
lesdo de NIV III (p=0,07) apresentam indice maior de positividade pela reagdo de
hibridizacdo molecular in situ.

LesGes multicéntricas e multifocais, o padrdo histoloégico do NIV III, a presenca

do antigeno viral e da proteina p53, ndo estavam associados a detec¢cdo do DNA do HPV.

Em relagdo aos tipos especificos de HPV nos 17 casos positivos, identificamos:

- tipo 16/18 em 12 casos (70,6%), localizados apenas no epitélio de NIV III em

dez e no epitélio de NIV III e de condiloma adjacente em dois casos;

- tipo 6/11 em apenas um caso (5,9%), presente na lesdo de NIV III e de

condiloma adjacente;

- infec¢do mista em quatro casos (23,5%), assim distribuidos:
* um contendo os HPVs tipos 16/18 e 31/35/51, localizados apenas no epitélio
de NIV III;
* trés casos com os HPVs tipos 16/18 e 6/11, sendo que:

. em um caso, os dois tipos virais estavam localizados no epitélio de NIV III e
condiloma adjacente;

. tipo 16/18 presente no NIV Il e 0 6/11 na lesao de NIV III e condiloma;
. tipo 16/18 no NIV I e 6/11 apenas na lesdo de condiloma adjacente.

Comparando-se as pacientes apresentando o HPV tipo 16/18 com o grupo
contendo infecgio mista em relagdo aos pardmetros: idade média, a presenca de lesdes
multicéntricas e multifocais, alteragdes coilocitéticas, variante histologica, as alteragdes do
epitélio adjacente ao NIV III e a detecgdo do antigeno do capsideo viral e da proteina p53,
ndo observamos diferencas significativas estatisticamente, exceto para a detec¢do do
antigeno do capsideo viral. Todas as pacientes apresentando infecgdo mista apresentavam
reacdo positiva para o antigeno viral, enquanto que das contendo HPV do tipo 16/18, trés
(25%) foram positivas e nove (75%) negativas através da técnica de imuno-histoquimica (p
=0,02).

Embora ndo significante do ponto de vista estatistico, observamos que todas as

pacientes com infec¢@o mista apresentavam condiloma adjacente a lesdo de NIV IIL
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1.14. RELAGAO ENTRE AS TECNICAS DE IMUNO-HISTOQUIMICA E HIBRIDIZAGAO
MOLECULAR IN SITU PARA A DETECGAO DOS PAPILOMAVIRUS HUMANOS

Dentre os 38 casos de NIV III analisados, 22 (57,9%) foram positivos para a
pesquisa do HPV através das técnicas de imuno-histoquimica ou hibridizagdo molecular in
situ. Entretanto, somente oito casos (36,4%) foram concordantes, isto €, positivos para

ambos os métodos (Tabela 3) e localizados na mesma regido do fragmento.

TABELA 3

Relagao entre as técnicas de imuno-histoquimica e hibridizacao molecular
in situ para a deteccio dos papilomavirus humanos nas lesoes de NIV llI

Hibridizacdo molecular in situ

Casos positivos Casos negativos Total
Imuno-histoquimica
Casos positivos 8 5 13
Casos negativos 9 16 25
Total 17 21 38
p(x3)=024 HPV: papilomavirus humanos NIV liI: neoplasia intraepitelial vulvar grau [l

A tabela abaixo (Tabela 4) mostra os principais achados nos grupos de

pacientes com resultado positivo e negativo para a pesquisa de papilomavirus humanos.

TABELA 4
Relacao entre deteccdo do papilomavirus humanos e as variaveis analisadas

Variaveis HPV positivo (22 casos)  HPV negativo (16 casos)  Significancia estatistica
Idade média 40,8 anos (DP 18,4) 57,3 anos (DP 18,4) p=0,02

Les6es multicéntricas 8 (36,4%) 6 (37,5%) NS

Lesdes multifocais 4 (18,2%) 9 (56,3%) NS

Variante bowenoide 21 (95,5%) 14 (87,5%) NS

Presenca de condiloma 10 (45,5%) 6 (37,5%) NS

p53 6 (27,3%) 2 (12,5%) NS

HPV: papilomavirus humanos DP: desvio padrao NS: ndo significante (p > 0,05)
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A diferenca entre as idades médias das pacientes com resultado positivo ou
negativo para a pesquisa do papilomavirus humano, detectado através de uma das técnicas,
foi significante do ponto de vista estatistico pelas analises univariada e multivariada (p =

0,02), onde pacientes mais jovens possuem maiores indices de deteccdo do HPV.

1.15. DETECGAO DA PROTEINA P53 ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

A reacdo para pesquisa da proteina p53 foi positiva em oito de 38 casos
(21,1%), todos de intensidade leve e localizada no epitélio atipico de NIV III. Entretanto,

em um caso também foi observada positividade nuclear na lesdo de condiloma adjacente.

Em cinco casos, o padrdo de coloragdo era de distribui¢do focal (Figura 12),
sendo que em dois estava restrito ao tergo inferior do epitélio e em trés, comprometia toda a
sua espessura. Trés apresentavam distribuigdo mais difusa na lesdo, um deles ocupando
toda a espessura do epitélio, outro a metade inferior e o terceiro caso, apenas a camada

basal.

FIGURA 12 — Reacao positiva focal para a proteina p53 em NIV Ill bowendide (IHQ, 20x).
A) B. 9154/94 B) B. 29930/89
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Em relagdo as alteragdes coilocitoticas nos casos positivos para a proteina pS3,
elas estavam presentes em todos os casos, em grau variado (quatro de grau leve, dois
moderado e dois intenso), localizadas apenas no epitélio de NIV III em quatro casos € no

NIV III e condiloma adjacente em quatro.

Quanto as alteragdes do epitélio adjacente, quatro (50%) apresentavam lesdes

de condiloma e quatro (50%) ndo mostravam alteragdes.

Uma paciente (12,5%) apresentava lesdo multicéntrica, trés (37,5%) multifocais

e todas eram da variante histologica bowenoide.

O papilomavirus estava presente em seis casos (75%), tendo sido
concomitantemente identificado através de ambos os métodos de detecgdo viral em dois
(33,3%). Nos quatro casos restantes, a reagdo foi positiva para a pesquisa do antigeno do

capsideo em um e para o DNA viral em trés (Tabela 5).

TABELA 5

Relagdo entre a presenca da proteina p53 e a deteccdo dos papilomavirus
humanos nas lesées de NIV lil

p33 negativo p53 positivo Total
HPV negativo 14 2 16
HPV positivo 16 6 22
Toftal 30 8 38

p (Fisher) = 0,24
HPV: papilomavirus humano
NIV lIl: neoplasia intraepitelial vulvar grau Ill

Quanto aos 30 casos p53-negativos, observamos que nove (30%) ndo
apresentavam alteragdes coilocitoticas, enquanto ela estava presente em 21 casos (70%)
com intensidade varidvel (cinco de grau leve, sete moderado e nove intenso), localizadas no
epitélio de NIV III em nove casos, no NIV III e epitélio de condiloma adjacente em dez,
somente no condiloma em um e na lesdo de NIV III e epitélio adjacente normal em um

caso.
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Destes, doze (40%) apresentavam condiloma no epitélio adjacente, dois (6,7%)
hiperplasia escamosa e treze (43,3%) nfo demonstravam alteragdes adjacentes a lesdo de

NIV III. Em trés, o espécime era constituido apenas pela neoplasia intraepitelial grau ITI.

Dez casos (33,3%) foram positivos para a pesquisa do antigeno viral e doze
(40%) para o DNA do papilomavirus humano, sendo que seis casos (20%) foram positivos

para ambas as técnicas de deteccdo viral e 16 (53,3%) por um ou outro método (Tabela 5).

Treze pacientes (43,3%) apresentavam outras patologias associadas no trato
genital feminino inferior, dez (33,3%) tinham lesdes multifocais e 27 (90%) eram de padrdo

bowenoide.

A idade média das pacientes com exame positivo para a detecg¢do da proteina
p53 foi de 45,4 anos e desvio padrdo de 21,6 e do grupo negativo, 48 anos e desvio padréo

de 19,8, ndo significante pela andlise estatistica.

Nenhum dos dados analisados estavam relacionados a detec¢do da proteina p53.
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2. CARCINOMA SUPERFICIALMENTE INVASIVO DA VULVA (Anexo D

Durante o periodo levantado, compreendido entre 1983 e 1995, foram
identificadas nove pacientes com diagnostico de carcinoma €scamoso vulvar
superficialmente invasivo, superficialmente invasivo, sendo que trés casos ocorreram na

década de 80 e seis na década de 90 (Figura 13).

namero de casos

1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995

periodo levantado

FIGURA 13 - Distribuicio dos casos de carcinoma escamoso vulvar superficialmente
invasivo, levantados entre 1983 e 1995

Como ja referido na andlise dos resultados para a neoplasia intraepitelial vulvar
grau III, coletamos a partir das requisi¢des de exame anatomopatoldgico, os dados clinicos
pertinentes como: a idade das pacientes, etnia e a presenca de outras patologias associadas
no trato genital no inferior. Também avaliamos a localizagdo, focalidade e o aspecto

macroscopico das lesdes.

Através do exame histologico, analisamos a presenca de sinais sugestivos de
infeccdio viral, a extensdo da neoplasia para os anexos cutdneos, as alteragdes do epitélio
adjacente 2 lesdo, a profundidade de invasdo estromal, além da identificagdo de metastases

ganglionares quando realizada a linfadenectomia.
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A detec¢do do papilomavirus humanos foi realizada através das técnicas de
imuno-histoquimica e hibridizagdo molecular in situ e da p53, identificada através da

imuno-histoquimica.

2.1. DISTRIBUIGAO ETARIA

A idade das pacientes variou de 37 a 88 anos, com média de 57,9 anos e desvio
padrdo de 16,6, sendo que somente duas (22,2%) apresentavam idade inferior ou igual a 40

anos (Figura 14).

(]

numero de casos

—

0-20 21-30 3140 4150 51-60 61-70 71-80 81-90
idade das pacientes

FIGURA 14 - Idade das pacientes com carcinoma superficialmente invasivo da vulva

2.2.ETNIA

A etnia foi relatada em apenas oito casos. Destas, sete (87,5%) eram

caucasoéides e uma (12,5%), afro-brasileira.

2.3. TIPO DE CIRURGIA REALIZADA

As pegas cirurgicas enviadas para exame anatomopatoldgico estavam assim

distribuidas (Figura 15):
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M bidpsia (2)

B vulvectomia radical (3) 22.2%

33,3%

Ovulvectomia parcial (3)
33,3%

M resseccdo de lesdo (1)
11,1%

FIGURA 15 - Tipos de pegas cirurgicas enviadas para exame anatomopatoldgico nos
casos de carcinoma superficialmente invasivo da vulva

2.4. HISTORIA DE OUTRAS LESOES ASSOCIADAS NO TRATO GENITAL FEMININO INFERICOR

Dentre as nove pacientes em estudo, foram identificadas cinco (55,6%)
apresentando outras patologias no trato genital inferior associadas a lesdo vulvar. As outras

quatro, ou ndo tinham outras lesdes associadas, ou ndo foram relatadas pelo clinico.
O colo uterino foi o local mais envolvido, ocorrendo em quatro casos (80%).
Uma paciente apresentava lesdo vaginal (20%), estando assim distribuidas:

- duas pacientes com diagndstico de neoplasia intraepitelial cervical de alto grau

(NIC III - displasia grave/carcinoma in situ);

- uma com carcinoma micro-invasivo do colo uterino e historia de Doenga de
Whipple;

- uma com carcinoma invasor cervical;

- uma paciente com carcinoma invasivo de vagina.

A idade média das pacientes com lesdes multicéntricas foi de 54,4 anos, com
desvio padrdo de 12,2 e do grupo onde ndo foi relatada a presenca de outras patologias
associadas no trato genital, 62,2 anos e desvio padrdo de 22,1, diferenga nao significante

estatisticamente.
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2.5. ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES

Os aspectos macroscépicos das lesdes foram coletados a partir das descrigdes
clinicas ou dos exames macroscopicos das pegas cirurgicas enviadas, relatadas em apenas

sete casos e representadas por:

- um caso apresentando lesdo discrémica ulcerada;
- cinco pacientes com lesdes elevadas (trés verrucosas, uma papulosa e uma

ulcerada);

- uma contendo les@o plana irregular.

As medidas das lesdes foram descritas em trés casos, variando de 1,5 a 3,0

centimetros nos maiores eixos.

2.6. LOCALIZAGAO DAS LESOES

O local de envolvimento vulvar foi relatado em oito casos, comprometendo
apenas uma regido em seis pacientes (75%) e em duas (25%), mais de um local e

secunddria a lesdo extensa ou multifocal (Tabela 6).

TABELA 6
Distribuicdo das lesoes de carcinoma superficialmente invasivo na regido vulvar

Regido vulvar envolvida Nimero de casos (total = 8)

Grande labio direito
Pequeno Iabio direito
Farcula

1
1
1
Perineo 3
Pequeno e grande labio direito 1

1

Pequenos e grandes Iabios direito e esquerdo e clitoris
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2.7. FOCALIDADE DAS LESOES

As lesdes foram classificadas como unifocais ou multifocais, de acordo com os
dados clinicos e/ou na presenga de lesdes miltiplas de neoplasia intraepitelial vulvar grau
I associadas & lesio de carcinoma superficialmente invasivo, através da analise

microscopica.

Devemos salientar que a presen¢a de miltiplas lesdes apresentando invasdo
estromal superficial, isto é, menor do que um milimetro, porém, separadas por epitélio
adjacente ndo neoplasico, excluem o diagnéstico de carcinoma superficialmente invasivo,
sendo caracterizadas como carcinoma escamoso invasivo vulvar. Entretanto, lesdes tnicas,
com muiltiplos focos de invas3o estromal inicial, menores do que um milimetro, sdo

classificadas como carcinoma superficialmente invasivo.
Assim, cinco (55,6%) eram lesdes multifocais e quatro (44,4%), unifocais.

A idade média das pacientes com lesdes multifocais foi de 48,6 anos, com
desvio padrdo de 12,2 e das unifocais, 69,5 anos e com desvio padrdo de 14,5, diferenga
significante do ponto de vista estatistico (p = 0,05).

Das pacientes com lesdes multifocais, quatro (80%) apresentavam outras lesdes
associadas no trato genital inferior e todas tinham les&o de NIV III de padrdo bowendide no

epitélio adjacente a lesdo invasora.

No grupo contendo lesdes unifocais, somente uma (25%) tinha lesdo
multicéntrica, trés (75%) apresentavam NIV III bowendide e uma (25%), epitélio normal

adjacente a area de invasio.

Nizo houve diferenca estatistica entre os dois grupos de pacientes para 0s

pardmetros descritos acima.

2.8. PROFUNDIDADE DE INVASAO

A profundidade de invasdo variou de 0,1 a 0,9 milimetro (mm), sendo que cinco

(55,6%) apresentavam profundidade de invasdo menor ou igual a 0,5 mm.
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O padrdo de invasdo estromal era do tipo compressivo em quatro casos (Figura

16-A) e do tipo infiltrativo em cinco (Figura 16-B).

FIGURA 16 - Carcinoma superficialmente invasivo da vulva
A) padrdo compressivo de invasdo estromal (B.2895/93, HE, 10x)
B) padréo infiltrativo de invasado estromal (B.54307/91, HE, 10x)

2.9. SINAIS HISTOLOGICOS SUGESTIVOS DE INFECGAQ POR PAPILOMAVIRUS HUMANO

Todos os casos do estudo apresentavam alteragdes coilocitoticas. Em sete,
estavam localizadas apenas no epitélio de NIV III adjacente, um no epitélio de NIV IIl e
com condiloma associado € em um outro caso estava presente na area de neoplasia invasora
e ndo apresentava alteragdes histologicas no epitélio adjacente a invaso, isto €, NIV III,

condiloma ou distrofia.

O grau de coilocitose variou de grau leve em cinco casos (55,6%), moderado

em trés (33,3%) e intenso em um caso (11,1%).

A intensidade das alteracdes coilocitticas ndo estava relacionada com a idade
média das pacientes ou com a presenga de lesdes multicéntricas. Entretanto, estava
associada com a distribui¢fo das lesdes multifocais ou unifocais (p = 0,05). Dos cinco casos
com alteragdes coilocitoticas de grau leve, quatro (80%) eram unifocais e apenas uma
multifocal. O grupo com coilocitose moderada ou intensa, apresentava lesdes multifocais

em todos 0s casos.
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2.10. EXTENSAO PARA OS ANEXOS CUTANEOS

Apenas sete casos apresentavam anexos cutdneos no espécime contendo
neoplasia para avaliagdo. Destes, cinco (71,4%) mostravam extensdo: dois para foliculos

pilosos, dois para pélos e glandulas sebaceas e um para gldndulas mucosas.

2.11. ALTERAGOES EPITELIAIS ADJACENTES AO CARCINOMA SUPERFICIALMENTE
INVASIVO

Dos nove casos com diagnostico de carcinoma superficialmente invasivo, oito
(88,9%) apresentava neoplasia intraepitelial vulvar grau III padrdo bowenoide adjacente a
lesdo invasiva. Destes, dois (22,2%) também tinham condiloma associado. Em uma

paciente (11,1%), ndo foi observada nenhuma alteragdo no epitélio adjacente a neoplasia.

Ni3o observamos diferenca significante entre as idades médias das pacientes

apresentando ou ndo lesdo de condiloma associado a neoplasia superficialmente invasiva.

2.12. METASTASES GANGLIONARES

A linfadenectomia inguinal foi realizada em apenas cinco casos, ndo sendo

observado metdstases ganglionares em nenhum deles.

2.13. DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Foi detectado o antigeno do capsideo do papilomavirus humano em trés casos
(33,3%), no tergo superior do epitélio, junto as areas de paraceratose e coilocitose. Em
todos os casos, a reacdo estava localizada no epitélio de NIV III adjacente a lesdo invasiva,

com leve grau de intensidade, distribui¢do focal e apresentando escassos nucleos corados.

Os trés casos positivos apresentavam alteragdes coilocitéticas de grau variado
(um de grau leve, um moderado e um intenso), apenas no epitélio de NIV III, sendo que um
deles mostrava condiloma acuminado associado a lesdo de NIV. Todas as pacientes tinham

lesdes multicéntricas e multifocais. Duas apresentavam o DNA viral e a proteina p53.
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Em relagdo aos seis casos negativos (66,7%), observamos alteragbes
coilocitoticas de grau leve em quatro e grau moderado em dois, no epitélio de NIV III,
sendo que uma paciente deste ultimo grupo também tinha condiloma associado. Também
foi negativa a pesquisa do antigeno viral na paciente que ndo apresentava alteragdo epitelial
adjacente a neoplasia invasiva. Duas apresentavam lesGes multicéntricas e duas multifocais.

A proteina pS3 estava presente em quatro casos (66,7%) e em nenhum, 0 DNA viral.

A idade média das pacientes com exame positivo foi de 46 anos (desvio padrdo
de 5,6) e do grupo negativo, 63,8 anos (desvio padrio de 17,3), ndo significante

estatisticamente.

Nao houve relacdo entre os diferentes parametros analisados com a detecgdo do

antigeno do capsideo viral.

2.14. DETECGAO DO DNA VIRAL ATRAVES DA HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU

A reacdo de hibridizagdo molecular in situ para o HPV foi positiva em apenas
dois (22,2%) dos nove casos estudados. Em ambas a positividade estava localizada no tercgo

superior do epitélio adjacente contendo neoplasia intraepitelial vulvar grau III bowendide:

- uma paciente com hibridizacio molecular in situ positiva para o HPV tipo
16/18 em grau leve e para o tipo 31/35/51, em grau moderado. Tinha idade de
40 anos, lesdes multifocais e apresentava outra lesdo associada no trato genital
inferior. Mostrava também alteragGes coilocitéticas em grau moderado,
pesquisa do antigeno viral positiva e auséncia da proteina p53;

- uma paciente com hibridizagdo molecular in sifu positiva em grau moderado
para o HPV tipo 16/18 e idade de 51 anos. Apresentava lesdo multicéntrica e
multifocal. Tinha lesdo de condiloma acuminado associado e pesquisa do

antigeno viral e da proteina p53 positiva.

Quanto aos sete casos (77,8%) negativos, cinco mostrava alteragdes
coilocitoticas em grau leve e dois moderados, sendo que um tinha condiloma plano
adjacente associado. Neste grupo com resultado negativo, estava também a unica paciente

que ndo apresentava alteragdo no epitélio adjacente a neoplasia invasiva.
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Trés pacientes (42,9%) apresentavam lesdes multicéntricas e trés (42,9%)
multifocais. Um caso foi positivo para a pesquisa do antigeno viral e cinco (71,4%) para a

proteina p53.

A idade média das pacientes com reagdo positiva foi de 45,5 anos (desvio
padrdo de 7,8) e das com reagdo negativa, 61,4 anos (desvio padrdo de 17), ndo significante

através da andlise estatistica.

Nenhum dos pardmetros acima estava relacionado a detec¢do do DNA do

papilomavirus humano.

2.15. RELAGAO ENTRE AS TECNICAS DE IMl_JNO-HISTOQUiMICA E HIBRIDIZACAO
MOLECULAR IN SITU PARA A DETECCAO DOS PAPILOMAVIRUS HUMANOS

Dentre os nove casos, trés (33,3%) foram positivos a pesquisa do antigeno ou
DNA viral. Destes, dois foram concordantes, isto €, positivos para ambos os métodos
(Tabela 7).

TABELA 7

Relacao entre as técnicas de imuno-histoquimica e hibridizacdo molecular in situ para
a deteccao dos papilomavirus humanos no carcinoma superficialmente invasivo

Hibridizacdo molecular in situ

Casos positivos Casos negativos Total
Imuno-hisfoquimica
Casos positivos 2 1 3
Casos negativos 0 6 6
Total 2 7 9

p (Fisher)=0,08

Nas pacientes com um dos exames positivos, observamos que todas
apresentavam lesdes multicéntricas e multifocais e alteragdes coilocitoticas (uma em grau
leve, uma com grau moderado e uma, intenso). Uma (33,3%) tinha lesdo de condiloma

associado e em duas (66,7%) detectou-se a proteina p53.

RESULTADOS - 88



No grupo onde ndo foi demonstrado o virus, observamos que duas pacientes
apresentavam lesdes multicéntricas e duas (33,3%) multifocais. Todas tinham alteragdes
coilocitéticas (quatro de grau leve e duas com grau moderado). Uma apresentava
condiloma e outra, epitélio normal adjacente a neoplasia invasiva. Quatro casos (66.7%)

foram positivos para a proteina p33.

A idade média das pacientes com resultado positivo foi de 46 anos (desvio

padrdo de 5.6) e do grupo negativo, 63,8 anos (desvio padrio de 17,3).

Nenhum dos pardmetros analisados acima estava relacionado com a detecgdo

do virus.

2.16. DETECGAO DA PROTEINA P53 ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

A reagdo foi positiva em seis casos (66,7%), localizada na metade inferior do
epitélio de NIV III em dois, um na camada basal do epitélio de NIV III e na camada externa
da drea de invasdo e em trés casos, somente nas células mais externas da neoplasia invasiva

(Figura 17).

A intensidade da rea¢do foi de grau leve em quatro casos (66,7%) e moderado

em dois (33,3%), com padrio de distribui¢do focal em quatro e difuso em dois.

FIGURA 17 - Reacdo positiva para a proteina p53 em escassos blocos tumorais do
carcinoma superficialmente invasivo (B. 11331/87, IHQ, 20x)

RESULTADOS - 89



Dentre os casos positivos, trés apresentavam altera¢des coilocitdticas em grau

leve, dois moderado e um intenso.

Em relagdo & pesquisa do antigeno do capsideo viral, apenas dois casos foram
positivos, ambos em grau leve e presente no epitélio de NIV III adjacente. Apenas um foi
positivo para o HPV 16/18, em grau moderado, no epitélio de NIV III, pela técnica de
hibridiza¢do molecular in situ. Este também foi positivo para a pesquisa do antigeno viral

(Tabela 8).

Quatro pacientes (66,7%) apresentavam lesdes multicéntricas e multifocais e

uma tinha epitélio adjacente a neoplasia invasora sem alteragoes.

Analisando-se os trés casos negativos para a proteina p53, observamos
alteracdes coilocitoticas em grau leve em dois e em um, grau moderado, localizadas na
lesio de NIV III adjacente. Dois foram negativos para a pesquisa do antigeno ¢ DNA viral

e um positivo para ambos os métodos de detecgdo do virus (Tabela 8).

Uma paciente (33,3%) apresentava lesdo multicéntrica e multifocal e duas

(66,7%) tinham condiloma associado.

A idade média das pacientes com reagdo positiva foi de 59,5 anos (desvio
padrio de 18,2) e do grupo negativo, 54,7 anos (desvio padrdo de 15,6), ndo significante do

ponto de vista estatistico, assim como os outros pardmetros analisados.

TABELA 8

Relagdo entre a presenca da proteina p53 e a deteccdo dos papilomavirus
humanos no carcinoma superficialmente invasivo

p53 negativo p53 positivo Total
HPV negativo 2 4 6
HPV positivo 1 2 3
Total 3 ) 9
p (Fisher) =1,0 HPV: papilomavirus humanos
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3. CARCINOMA ESCAMOSO INVASIVO VULVAR (Anexo I)

No periodo compreendido entre 1983 e 1995, identificamos 129 pacientes com
diagndstico de carcinoma escamoso invasivo da vulva (Figura 18). Devido ao grande
nimero de casos, selecionamos para este estudo os referentes aos ultimos cinco anos, entre
1991 e 1995, considerados como mais recentes e, portanto, presumidamente melhor
preservados. Neste periodo foram diagnosticados 67 casos de carcinoma escamoso invasivo
vulvar. Entretanto, muitos estavam representados apenas pela bidpsia diagnostica e para
uma melhor amostragem, optamos por incluir apenas os espécimes provenientes de

vulvectomias correspondentes a 55 pacientes (Figura 18).

Algumas  pacientes deste periodo apresentavam  outros  exames
anatomopatolégicos em anos anteriores, sendo que a figura abaixo (Figura 18) mostra o
numero total de casos por ano, correspondentes a data do primeiro exame diagnostico.
Podemos observar que 62 casos (48,1%) ocorreram na década de 80 e 67 (51,9%) na

década de 90.
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FIGURA 18 - Distribuicdo dos casos de carcinoma escamoso invasivo da vulva,
levantados entre 1983 e 1995
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Também neste grupo, como ja previamente relatado para as pacientes com

diagnéstico de NIV III e carcinoma superficialmente invasivo, analisamos a idade das

pacientes, etnia e a presenga de outras patologias associadas no trato genital feminino

inferior. Também avaliamos a localizagdo, focalidade e o aspecto macroscopico das lesdes.

Através do exame histologico, identificamos a presenca de sinais sugestivos de infec¢do

viral, a variante histologica, a profundidade de invasdo estromal, a presenga de metastases

ganglionares e as alteragdes do epitélio adjacente a neoplasia invasora.

As técnicas especiais de imuno-histoquimica e hibridizagdo molecular in situ

foram realizadas para a identificagdo do papilomavirus humanos e da proteina p53.

3.1. DISTRIBUIGAO ETARIA

A idade das pacientes variou de 34 a 89 anos, com idade média de 67,8 anos ¢

desvio padrdo de 12,5.

Apenas duas (3,6%) apresentavam idade inferior a 40 anos, e 76,4% mais de 60

anos, com pico de incidéncia entre a sétima e oitava década de vida (Figura 19).
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FIGURA 19 — Idade das pacientes com carcinoma escamoso invasivo vulvar
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3.2. ETNIA

A etnia foi relatada em todos os casos, sendo que 51 pacientes (92,7%) eram

caucasoides e quatro (7,3%), afro-brasileiras ou descendentes.

3.3. TIPO DE CIRURGIA REALIZADA

Dezessete pacientes apresentavam apenas um exame anatomopatologico e 38
mais de um, representados na sua maioria (29 casos) por bidpsia diagndstica seguida de
ampliagdo cirirgica ¢ em nove, secundario a neoplasia recidivante. Consideramos o
tratamento mais radical realizado, com exce¢do de dois casos, onde um foi considerado
como vulvectomia superficial, no qual a vulvectomia radical havia sido realizada ha seis
anos e no outro caso, como bidpsia, com vulvectomia radical prévia ha cinco anos e com

diagnostico histologico primario apenas de NIV III bowenoide (Figura 20).

O biopsia (1)
1,8%

Hressecgdo de lesao (2)
3,6%

O vulvectomia parcial (1)
1,8%
O vulvectomia radical (38)

69,1% <
B vulvectomia superficial (1)

1,8%

M vulvectomia simples (12)
21,8%

FIGURA 20 - Tipos de pecas cirlirgicas enviadas para exame anatomopatolégico nos casos
de carcinoma escamoso invasivo da vulva

Em nove casos de vulvectomia simples e na vulvectomia superficial, ndo foi
realizada a linfadenectomia. Entretanto, em todos os casos de vulvectomia parcial,

ressecgdo de lesdo e vulvectomia radical, os linfonodos foram ressecados bilateralmente.
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3.4. HISTORIA DE OUTRAS LESOES ASSOCIADAS NO TRATO GENITAL FEMININO INFERIOR

Estava relatada na requisicio de exame anatomopatologico a presenca de outras
doengas associadas no trato genital inferior em apenas quatro pacientes (7,3%). Destas,
duas apresentavam carcinoma invasivo da cérvice uterina e duas, neoplasia intraepitelial
vaginal grau II e III, respectivamente. As outras pacientes ou ndo apresentavam outras

lesdes associadas, ou apenas ndo foram relatadas pelo clinico na requisi¢do de exame.

A idade média das pacientes apresentando lesdes multicéntricas foi de 53.5
anos, desvio padrdo de 16,9 e a do grupo onde ndo havia relato de outra lesdo associada,
68.9 anos, com desvio padrdo de 11,5, diferenga significante do ponto de vista estatistico (p

=0,02).

Nas quatro pacientes contendo outras lesdes associadas, observamos que trés
(75%) tinham lesdes multifocais, duas eram da variante histologica basaldide e duas do tipo
usual queratinizante. Duas pacientes apresentavam alteragdes coilocitoticas de grau
moderado. Quanto as altera¢des no epitélio adjacente a neoplasia invasora, duas tinham

hiperplasia escamosa e duas NIV III padrdo bowenodide.

Em relacio as técnicas especiais, verificamos que trés (75%) apresentaram
reacdo positiva para a presenga do HPV, todas através da reagdo de imuno-histoquimica,
sendo que uma também pela hibridizagdo molecular in situ. Em apenas um caso (25%)

detectou-se a proteina p53.

Comparando-se estes diferentes parametros com as pacientes onde ndo foram
relatadas lesdes multicéntricas, observamos significincia estatistica em relagdo a focalidade
das lesdes (p=0,04), ao resultado da técnica de imuno-histoquimica para a detecc¢do do
antigeno do capsideo viral (p=0,0001) e a presenca do virus detectada por um ou outro

método (p=0,001).

Assim, para estas varidveis significantes, observamos no grupo onde ndo havia
relato de outras lesdes associadas no trato genital as seguintes caracteristicas: dez lesdes
multifocais (19,6%) e presenga do virus em apenas um caso (2%), detectado apenas atraves

da técnica de hibridizagdo molecular in situ.
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3.5. ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES

Os aspectos macroscopicos das lesSes puderam ser avaliados em todos os casos,

a partir das descri¢des clinicas ou macroscdpicas das pegas cirtrgicas.

As lesdes eram predominantemente elevadas (51 casos) e descritas como
papulas, nédulos ou exofiticas. Destas, somente trés foram descritas como acastanhadas e o

restante, esbranquicadas e 25 como ulceradas.

Duas lesdes foram relatadas como apresentando apenas alteragdo discromica e

duas como ulceragdo rasa.

O tamanho do tumor foi descrito em apenas 46 casos, variando de 0,2 a 7,0

centimetros de extensdo, com média de 3,9 cm no maior €ixo.

3.6. LOCALIZAGAO DAS LESOES

Somente 23 lesdes (41,8%) estavam restritas a apenas um local da vulva, sendo
que as 32 restantes (58,2%) comprometiam mais de uma regido, secundarias a lesdes

extensas ou multifocais.

Dentre os 55 casos do estudo, 18 lesdes (32,7%) eram bilaterais, 30 (54,5%)
unilaterais, sendo 17 & direita e 13 a esquerda e sete casos (12,7%) eram de localiza¢do

central.

Em 23 (41,8%) havia envolvimento da regido clitoriana, sendo que em cinco, a

neoplasia encontrava-se restrita a este local.

Como a maioria das lesdes acometia mais de uma regido da vulva, somamos
todos os locais referidos isoladamente, para verificar se havia maior predilecdo para

determinada localiza¢do topogréfica e identificamos a seguinte distribui¢do (Tabela 9):
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TABELA 9

Distribuicdo das lesées de carcinoma invasivo, somando-se todas as regides
da vulva envolvidas isoladamente

Regides vulvares envolvidas Namero de lesdes (total = 124)
Grandes labios 36 (29%)
Pequenos |abios 58 (46,8%)
Clitoris 23 (18,5%)
Perineo 3 (2,4%)
Regido inguinal 2(1,6%)
Uretra 1(0,8%)
Vagina 1(0,8%)

3.7. FOCALIDADE DAS LESOES

As lesdes foram classificadas como multifocais ou unifocais a partir dos dados
clinicos e/ou das descrigdes macroscopicas. As multifocais foram definidas como aquelas
apresentando mais de uma lesdo de carcinoma escamoso invasivo, separadas por epitélio

ndo neopldsico, sem evidéncias histoldgicas de continuidade entre as lesdes invasivas.

Dentre os 55 casos, 13 (23,6%) eram multifocais e 42 (76,4%) unifocais,

embora muitas lesdes fossem extensas.

Analisando-se os treze casos com lesdes multifocais observamos as seguintes
caracteristicas: idade média de 62,9 anos (desvio padrio de 14,4), trés (23,1%) com lesdes
multicéntricas, seis (46,2%) contendo alteragdes coilocitéticas e cinco (38,5%) com
metéstases ganglionares. Trés (23,1%) eram de padro histologico basaloide, nove (69,2%)

queratinizante e um (7,7%) condilomatoso.

O epitélio adjacente apresentava distrofia mista em trés casos (23,1%),
hiperplasia escamosa em quatro (30,8%), neoplasia intraepitelial vulvar grau II em um caso

(7,7%) e grau III em cinco (38,5%) (dois bowenoides e trés basaloides).

Em relacdo aos resultados das técnicas especiais, detectamos o antigeno do
capsideo viral em dois casos (15,4%) e em oito (61,5%) a proteina p53. Em nenhum caso

detectou-se o DNA do HPV.
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As pacientes com lesdes unifocais apresentavam idade média de 69,3 anos, com
desvio padrdo de 11,6. Apenas uma (2,4%) apresentava lesdo multicéntrica, 24 (57,1%)

tinham alteragdes coilocitoticas e 20 (47,6%) mostravam metdstases ganglionares.

Trés (7,1%) eram de padréio histologico basaléide, 34 (81%) do tipo usual, trés
(7,1%) condilomatosos e dois (4,8%) verrucosos. No epitélio adjacente a neoplasia invasora
identificamos em 14 (33,3%) lesdes de liquen escleroso, hiperplasia escamosa em dez
(23,8%), NIV 1I em dois (4,8%), NIV III em nove (21,4%) (quatro da variante bowendide e

cinco basaléides), uma (2,4%) contendo doenga de Paget e seis (14,3%) sem alteragdes.

Nenhum dos parimetros estava associado a focalidade das lesdes, exceto pela

relagdio entre a presenca de lesdes multicéntricas com lesdes multifocais (p = 0,04).

3.8. VARIANTES HISTOLOGICAS

As variantes histolégicas do carcinoma escamoso invasivo vulvar estavam
assim representadas (Figuras 21-25):

Ctipo usual grau i (1)
1,8%

B basaléide (6)
10,9%

O tipo usual grau Ii (25)
45,5% H condilomatoso (4)

7.3%

O verrucoso (2)
3,6%

M tipo usual grau | (17)
30,9%

FIGURA 21 - Variantes histolégicas do carcinoma escamoso invasivo da vulva

Algumas pacientes apresentavam mais de um exame anatomopatologico.
Quando as variantes histologicas foram discordantes, para o diagné6stico final foi
considerado a lesdo com o grau histolégico maior ou o espécime proveniente de ressecgdo

mais ampla e, portanto, contendo uma maior amostragem da neoplasia para avalia¢o.
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FIGURA 22 — Carcinoma escamoso invasivo, padrio queratinizante
A) Bem diferenciado, grau | (B.12103/93, HE, 10x)
B) Pouco diferenciado, grau Il (B.11443/33, HE, 20x)

FIGURA 23 - Carcinoma escamoso invasivo, padriao basaldide (B.58793/91, HE)
A) Aumento: 10x B) Pormenor, aumento: 20x

FIGURA 24 - Carcinoma escamoso invasivo, padrao condilomatoso (B.2840/93, HE)
A) Aumento: 10x B) Pormenor, aumento: 20x
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FIGURA 25 - Carcinoma escamoso invasivo, padrao verrucoso (B.2997/94, HE)
A) Aumento: 2,5x

O carcinoma queratinizante foi o padrdo histolégico predominante, presente em
43 casos (78,2%), sendo 39,5% bem diferenciados (grau I), 58,1% moderadamente

diferenciados (grau II) e somente um caso (2,3%) pouco diferenciado (grau III).

A tabela 10 mostra um resumo dos principais achados em cada um dos subtipos

histolégicos do carcinoma escamoso invasivo vulvar.

TABELA 10

Principais achados relacionados aos subtipos histolégicos do carcinoma invasivo vulvar

B) Pormenor, aumento: 10x

Subtipos histolégicos
Queratinizante Basaloide Condilomatoso Verrucoso
(n=43) (n=6) (n=4) (n=2)

Idade média 68,9 anos 56,8 anos 66 anos 79 anos
Lesdes no TGF 2 (4,6%) 2 (33,3%) 0 0
Lesdes multifocais 9(20,9%) 3 (50%) 1(25%) 0
Coilocitose 21 (48,8%) 4 (66,7%) 4 (100%) 1(50%)
Metastases ganglionares 18 (41,9%) 4 (66,7%) 3 (75%) 0
Epitélio adjacente

- normal 5(11,6%) 0 0 1 (50%)

- hiperplasia escamosa 12 (27,9%) 1(16,7%) 2 (50%) 0

- liquen ou DM 14 (32,6%) 0 2 (50%) 1(50%)

- NIVl 9 (20,9%) 5 (83,3%) 0 0
Presenca do HPV 1(2,3%) 3 (50%) 0 0
Proteina p53 26 (60,5%) 2(33,3%) 4 (100%) 0

n: numero de casos

NIV IlI: neoplasia intraepitelial vulvar grau Il

TGF: lesdo associada no trato genital inferior
HPV: papilomavirus humanos

DM: distrofia mista
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Comparando-se os diferentes padrdes histologicos do carcinoma escamoso
invasivo, identificamos algumas diferengas que foram significantes através da analise

estatistica, entre elas:

- diferenga entre as idades médias das pacientes contendo as variantes basaldide

e usual queratinizante (p=0,02);

- a distribuicdo das lesdes distroficas (liquen escleroso e/ou hiperplasia
escamosa) € de NIV III no epitélio adjacente & neoplasia invasora,
comparando-se os padrdes basaldide e condilomatoso (p=0,05) e também os

padrdes basaloide e usual (p=0,01);

- a presenga ou auséncia de alteragdes coilocitoticas ndo estava associada ao
padrdo histolégico. Entretanto, o grau de coilocitose estava relacionado ao tipo
histologico da neoplasia quando comparamos os grupos basaldide e usual
contendo alteragdes coilocitoticas de grau leve, com as de intensidade
moderada/intensa (p=0,003). Também foi significante quando agrupamos o
padrio usual com o verrucoso e o condilomatoso com o basaldoide e
comparamos com a presenca ou auséncia de alteragdes coilocitdticas (p=0,04)

e com o grau de coilocitose (p=0,0005);

- o HPV (antigeno e/ou DNA viral) foi detectado em quatro casos de carcinoma
escamoso invasivo vulvar, através de um dos dois métodos utilizados, sendo
que em trés (75%) a neoplasia era da variante histolégica basaldide e em um,

do tipo usual queratinizante (p=0,02).

3.9. PROFUNDIDADE DE INVASAO

Avaliando-se a profundidade de invasdo nos 55 casos deste grupo, ela variou de
1.5 a 15,0 milimetros, com média de 6,7 mm, sendo que 45,4% das lesdes apresentavam
invasdo estromal menor ou igual a cinco milimetros e estavam assim distribuidas:
-1,1a3,0 mm = 12 casos (21,8%);
-3,1 a5,0 mm = 13 casos (23,6%);
-5,1a10,0 mm = 21 casos (38,2%);

- 10,1 a 15,0 mm = nove casos (16,4%).

Il
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3.10. SINAIS HISTOLOGICOS SUGESTIVOS DE INFECGAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANOS

Em relagdo as alteragdes coilocitéticas, elas estavam presentes em 30 casos
(54,5%), sendo de grau leve em 21 (70%), moderado em oito (26,7%) e intenso em um
(3,3%). Na tabela abaixo, correlacionamos o grau das alteragdes coilocitéticas e a sua
localizag@o no epitélio (Tabela 11).

TABELA 11

Intensidade e localizacdo das alteragdes histolégicas sugestivas de infeccdo
viral no carcinoma invasivo

Intensidade das alteracdes coilocitdticas

Localizagao leve moderado intenso Total
Células tumorais 8 1 0 8
Epitélio normal 2 0 0 2
NIV (1, 11, 1) 3 1 1 5
Epitélio normal e NIV (1, I1, Ii1) 1 3 0 4
Células tumorais e NIV (I, I, Iil) 4 2 0 6
Células tumorais e epitélio normal 3 1 0 4
Total 21 8 1 30
NIV, Il lll = neoplasia intraepitelial grau |, Il e IIl, respectivamente.

Duas pacientes (6,7%) apresentavam lesdes multicéntricas e seis (20%)
multifocais. Quatro (13,3%) eram da variante basaléide, quatro (13,3%)

condilomatosos, 21 (70%) usuais e um (3,3%) de padrio verrucoso.

Quanto as alteragdes do epitélio adjacente a neoplasia invasiva, observamos que
14 (46,7%) apresentavam lesdes distroficas, duas (6,7%) epitélio normal, trés (10%) NIV II
e 11 (36,7%) NIV III (cinco da variante bowendide e seis basal6ides), sendo que neste

ultimo grupo, trés tinham condiloma e quatro, alteracées distréficas associadas.

Em relagdo as técnicas especiais, elas foram positivas para a deteccdo do
antigeno e do DNA viral respectivamente em dois casos cada, sendo que o HPV foi
identificado no total de trés casos (10%) por um ou outro método utilizado. A proteina pS3

estava presente em 22 casos (73,3%).
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Os casos desprovidos de atipias coilocitéticas mostravam lesGes multicéntricas
em dois casos (8%) e multifocais em sete (28%). Dois (8%) eram da variante basaldide, 22
(88%) de padrio usual e um (4%) do tipo verrucoso. AlteragGes distroficas estavam
presentes em 17 casos (68%), cinco (20%) tinham epitélio normal adjacente e trés (12%)
NIV III (uma da variante bowenéide e duas basaldides), sendo que duas destas pacientes

apresentavam les6es distroficas associadas.

O HPV estava presente em apenas um caso (4%), detectado atraves da imuno-

histoquimica. Em dez (40%) identificou-se a proteina p53.

A idade média das pacientes apresentando coilocitose foi de 64,8 anos e desvio
padrio de 13,8 e do grupo desprovido de alteragdes coilocitoticas, 71,3 anos, com desvio
padrdo de 9,8, diferenca significante do ponto de vista estatistico (p=0,05), embora ndo

tivesse correlagio com a intensidade das atipias coilocitdticas.

Quando comparamos os pardmetros analisados acima entre os dois grupos de
pacientes, ndo observamos relagdo entre a presenga de coilocitose com lesOes
multicéntricas ou multifocais, bem como com a detecgdo do virus e da proteina p53.
Entretanto, a intensidade das alteragdes coilocitdticas estava associada com a presenca do

papilomavirus humanos (p=0,02).

Também foi significante quando comparamos os grupos de pacientes
desprovidas de coilocitose ou com grau leve, com o grupo apresentando alteragGes
coilocitéticas de grau moderado ou intenso e correlacionamos com a presenca de lesGes

distréficas e de NIV III adjacentes & neoplasia (p<0,0001).

Nzo houve relagio entre a presenca de coilocitose com o0s tipos histologicos e
com o grau de diferenciagdo da neoplasia invasora. Entretanto, observamos diferenga
significante entre a intensidade das alteragdes coilocitdticas presentes nos grupos contendo

a variante basal6ide e o tipo usual (p=0,003).
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3.11. ALTERAGOES EPITELIAIS ADJACENTES AO CARCINOMA INVASIVO

As alteragdes observadas no epitélio adjacente a neoplasia invasora foram
divididas em trés grandes grupos, embora algumas pacientes apresentassem mais de uma

lesdo associada.

3.11.1. Lesdes distroficas (33 casos)

Hiperplasia escamosa estava presente em 16 casos (48,5%), distrofia mista em
12 (36,4%) e liquen escleroso em cinco (15,1%) (Figura 26).

A idade média das pacientes era de 68,9 anos, com desvio padrdo de 10,1,
sendo que uma (3%) tinha idade inferior a 40 anos, cinco (15,2%) entre 41 e 60 anos e 27
(81,8%) mais de 60. Todas as pacientes contendo liquen escleroso e distrofia mista tinham

mais de 60 anos de idade.

Apenas duas (6,1%), ambas contendo hiperplasia escamosa, apresentavam

lesdes multicéntricas e oito (24,2%) multifocais.

Os tipos histologicos da neoplasia estavam representados por: padrdo basaldide

em um caso (3%), quatro condilomatosos (12,1%), 27 (81,8%) usuais e um (3%) verrucoso.

Em 16 casos (48,5%) havia coilocitose, sendo a maioria (87,5%) de intensidade

leve.

Associadas as lesdes distroficas, identificamos area adjacente de carcinoma
superficialmente invasivo em dois casos (6,1%), condiloma na uretra em um e neoplasia

intraepitelial vulvar grau I em sete casos (21,2%) e grau II em dois (6,1%).

Em uma paciente (3%) contendo hiperplasia escamosa, foi detectado o antigeno
do capsideo viral. Em nenhuma identificamos o DNA do HPV. A proteina p53 estava

presente em 21 casos (63,6%).
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FIGURA 26 — Lesdes distroficas associadas ao carcinoma invasivo

A) Hiperplasia escamosa (B. 2895/93, HE, 10x)
B) Liquen escleroso (B. 5535/84, HE, 10x)

3.11.2. Neoplasia intraepitelial valvar grau III (14 casos)

Em seis casos (42,9%) a neoplasia intraepitelial vulvar grau III era da variante

histologica bowendide (Figura 27) e em oito (57,1%), de padrdo basaloide.

FIGURA 27 - Carcinoma escamoso invasivo queratinizante associado a NIV IlI
bowenoide (B.62492/91, HE, 10x)
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A idade média das pacientes era de 62,1 anos, com desvio padrdo de 13,5. O
grupo contendo a variante bowendide tinha idade média de 54,8 anos e desvio padrdo de
15,4 e o de padrio basaloide, 67,6 anos e desvio padrdo de 9,3. Embora ndo houvesse
diferenca estatistica entre as idades médias destes dois grupos, observamos significdncia
quanto a distribuicdo do numero de pacientes com idade inferior e superior a 50 anos
(p=0,05). No grupo etério com menos de 50 anos, trés lesdes de NIV III eram da variante
bowendide e nenhuma de padrdo basaldide; no grupo com mais de 50 anos, trés eram

bowenoides e oito basaloides.

Duas pacientes (14,3%), ambas contendo NIV III de padrio bowendide,
apresentavam lesGes multicéntricas e cinco (35,7%) multifocais, sendo trés da variante
basaldide e duas bowendides.

Alteragtes coilocitoticas estavam presentes em 11 casos (78,6%), sendo de

intensidade leve em quatro (36,4%) e moderado ou intenso em sete (63,6%).

Associados a neoplasia intraepitelial vulvar grau III adjacente, observamos que
trés pacientes apresentavam condiloma (todas da variante bowendide), trés hiperplasia
escamosa (duas basaldides e uma bowenoide) e trés, distrofia mista ou liquen escleroso
(todas da variante basal6ide).

O tipo histoloégico da neoplasia invasora estava representado por: cinco (35,7%)

de padrio basaldide e nove (64,3%) do tipo queratinizante.

A profundidade de invasdo estromal também foi significante (p=0,03) na sua
distribuigdo quando comparadas as pacientes contendo NIV III de padrdo basaldide e
bowenoide. Considerando a profundidade de invaso menor ou igual a cinco milimetros,
cinco eram da variante bowenoide e um, basaldide; no grupo com invasdo maior do que

cinco milimetros, uma era de padrdo bowenodide e sete basaloides.

Reagdo positiva para o antigeno do capsideo viral estava presente em dois casos
(14,3%), ambos contendo NIV III de padrio bowenoide, desprovidos de distrofia, sendo
que um apresentava lesdo de condiloma associado. O DNA viral foi identificado em dois
casos (14,3%), ambos bowendides, desprovidos de distrofia, e com condiloma adjacente

associado. A detecgdo do HPV por um ou outro método ocorreu em trés casos (21,4%).

RESULTADOS - 105



A proteina p53 estava presente em oito casos (57,1%), sendo quatro da variante
basaléide e quatro bowendides. Quatro mostravam alteragdes distroficas associadas e um,

lesdo de condiloma.

3.11.3. Epitélio normal, liquen simples crénico e doenca de Paget (oito casos)

Quatro casos ndo mostravam outras altera¢des além da neoplasia invasora. Trés
estavam representados por liquen simples cronico, sendo que um tinha também NIV II

focal associado. Uma paciente apresentava doenga de Paget vulvar multifocal.
A idade média das pacientes foi de 77,4 anos, com desvio padrdo de 8.4.

Os padrdes histoloégicos da neoplasia invasora estavam representados por: sete

(87,5%) do tipo usual queratinizante e um caso (12,5%) verrucoso.

Nenhuma apresentava lesdes multicéntricas ou multifocais. Trés (37,5%)

apresentavam alteragdes coilocitoticas, todas de intensidade leve.

Em nenhum caso detectou-se o papilomavirus humano e a proteina p53 foi
identificada em trés (37,5%).

Comparando-se os tipos de altera¢des epiteliais adjacentes a neoplasia invasora
(Tabelal2) com os diferentes pardmetros analisados, ndo observamos correlagdo com: a
presenga de lesdes multicéntricas ou multifocais e de metastases ganglionares, a
profundidade de invasdo e o resultado da técnica de detecgéo da proteina p53. Entretanto,

pudemos observar algumas particularidades significantes do ponto de vista estatistico:

- diferenca entre a idade média de 62,1 anos das pacientes apresentando NIV IIl e a
do grupo contendo lesdes distroficas, 68,9 anos, mostrou tendéncia estatistica

(p=0,07);

- a distribui¢do do nimero de pacientes com NIV III e com lesdes distréficas, nos

grupos etarios: menor de 40 anos, entre 41 ¢ 60 e maiores de 60 anos (p=0,004);

RESULTADOS - 106



foi significante a diferenca entre a idade média das pacientes apresentando
condiloma (48,2 anos) e a do grupo desprovido desta lesdo (69,3 anos)
(p=0,0007);

tendéncia estatistica (p=0,09), quando comparamos as pacientes com epitélio
adjacente normal, com NIV III e distrofia, entre o grupo contendo os tipos
histolégicos basaloide e condilomatoso, em relagdo ao grupo com os padrdes
usual e verrucoso. Também significante foi a distribui¢do das leses de NIV III e
distroficas, quando comparamos os tipos histologicos basaloide e usual (p=0,01);

a presen¢a ou auséncia de altera¢des coilocitéticas foi significante (p=0,03) entre
os grupos de pacientes apresentando distrofia e NIV III, assim como a intensidade
da coilocitose nas lesbes (p=0,007). Quando agrupamos as pacientes desprovidas
de coilocitose ou com grau leve e as com grau moderado ou intenso, e
comparamos os grupos contendo epitélio normal, distréfico e de NIV IIL, também
observamos diferenca estatistica significante (p=0,0004);

a deteccdo do antigeno ou DNA viral mostrou-se significante (p=0,04) quando
comparamos 0s grupos contendo epitélio normal, com alteragdes distréficas e com
NIV III adjacente.

TABELA 12

Comparacédo de proporgoes e das idades médias das pacientes contendo lesbes
distréficas e NIV 1l no epitélio adjacente ao carcinoma invasivo

NIVIIl (n=14) Distrofia (n=33) Valor de p
Idade média (anos) 62,1 68,9 0,07
Multifocalidade 35,7% 24,2% 0.4
Condiloma 21,4% 3% 0,04
Invasdo < 5mm 42,9% 51,5% 0,6
Metastases ganglionares 35,7% 45,5% 0,5
HIS positivo 14,3% 0% 0,04
HPV positivo 21,4% 3% 0,04
p53 positivo 57,1% 63,6% 0,7
n - nimero total de casos NIV Il = neoplasia intraepitelial vulvar grau Il

HIS - hibridizaggo molecular in situ
HPV positivo - detecgdo do papilomavirus humanos através de uma ou outra técnica
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3.12. METASTASES GANGLIONARES

A linfadenectomia foi realizada em 44 casos, tendo sido observado metastases
ganglionares em 25 (56,8%). Destas, 15 (60%) eram bilaterais ¢ dez (40%) unilaterais.

A idade média das pacientes com metastases ganglionares foi 67,8 anos e

desvio padréo 13 e do grupo desprovido de metéstases, 66,9 anos e desvio padrdo de 10,7.

Em relag¢@o a topografia da neoplasia invasora, notamos que nos dez casos com
metastases unilaterais: em cinco as lesdes estavam localizadas no mesmo lado dos
linfonodos envolvidos, duas eram bilaterais e trés centrais (duas em clitoris € uma em
perineo). Dentre as pacientes com metastases bilaterais, sete apresentavam lesGes bilaterais,

cinco eram unilaterais e duas centrais (clitoris).

No grupo contendo metéstases ganglionares, observamos o envolvimento da
regido clitoriana em 16 casos (64%), sendo que cinco pacientes apresentavam metastases
unilaterais € onze bilaterais. No grupo desprovido de metastases ganglionares, apenas
quatro (21%) apresentavam neoplasia em regido clitoriana. O envolvimento do clitoris pelo
tumor estava associado a presenga de metastases ganglionares (p=0,005). A ocorréncia de
metastases bilaterais estava relacionada a presenga de lesdes bilaterais e ao envolvimento
da regido clitoriana (p=0,03).

Entre as pacientes com metdstases ganglionares, observamos que cinco (20%)
apresentavam lesdes multifocais e 15 (60%) alteragdes coilocitoticas. As variantes
histolégicas estavam distribuidas em: quatro (16%) de padrio basaldide, 18 (72%) do tipo
usual e trés (12%) condilomatosos. Quatro (16%) tinham epitélio adjacente normal, 16
(64%) com lesdes distroficas e cinco (20%) com NIV III.

Dois casos (8%) foram positivos para papilomavirus humanos (um para o

antigeno e outro para o DNA viral) e 15 (60%), para a pesquisa da proteina p53.

Em relacdo a profundidade de invasdo estromal, oito casos (32%) eram menores

ou iguais a cinco milimetros e 17 (68%), mais de cinco milimetros.

Em oito casos (33,3%) a lesdo tumoral era menor ou igual a trés centimetros e

em 16 (66,7%), maior do que trés centimetros.
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Quanto ao grau de diferenciacdo da neoplasia, seis (24%) eram bem

diferenciados, 18 (72%) moderadamente e um (4%) pouco diferenciado.

No grupo desprovido de metastases ganglionares, observamos que seis
pacientes (31,6%) apresentavam lesdes multifocais e nove (47,4%) alteragdes

coilocitoticas.

Quanto a variante histologica, um (5,3%) era de padrio basaldide, 16 (84,1%)
do tipo usual, um (3,3%) condilomatoso € um (5,3%) verrucoso. Dez (52,6%) eram bem

diferenciados e nove (47,4%) moderadamente diferenciados.

Quatorze (73,7%) tinham lesdes distroficas associadas e cinco (26,3%)

neoplasia intraepitelial vulvar grau III.

O HPV néo estava presente em nenhum caso e em 13 (68,4%) foi detectada a

proteina p53.

Doze lesdes (75%) eram menores ou iguais a trés centimetros no maior eixo e
quatro (25%) mediam mais de trés centimetros. Onze (57,9%) apresentavam profundidade

de invasdo menor ou igual a cinco milimetros e oito (42,1%) mais de cinco milimetros.

As varidveis: idade média, focalidade das lesGes, o padrdo histologico da
neoplasia, a presenca de alteragdes coilocitdticas, o tipo de alteragdo no epitélio adjacente a
neoplasia e a detecgdo do virus e da proteina p53, ndo estavam relacionadas a presenga ou

auséncia de metastases ganglionares (Tabela 13).

Mostraram tendéncia estatistica: a profundidade de invasdo estromal quando
considerado como limite cinco milimetros (p=0,08) e o tamanho da lesdo, maior ou menor
do que dois centimetros no maior eixo (p=0,05). Entretanto, se considerarmos como limite

a medida de trés centimetros, esta foi estatisticamente significante (p=0,006) (Tabela 13).

Também correlacionaram com a presenga de metastases ganglionares, o
envolvimento da regido clitoriana pela neoplasia e o grau de diferencia¢do do tumor

(Tabela 13).
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TABELA 13

Comparagio de propor¢des e das idades médias das pacientes em relagédo a
presenca ou auséncia de metastases ganglionares

Metastases ausentes ~ Metastases presentes Valorde p
(n=19) (n=25)
|dade média (anos) 66,9 67,8 08
Multifocalidade 31,6% 20% 0,5
Envolvimento do clitoris 21% 64% 0,005
Lesdo maior do que 3 cm 25% 66,7% 0,006
Invasdo maior do que 5 mm 42.1% 68% 0,08
Grau nuclear
| 52,6% 24% 0,05
Il 47 4% 72% 0,1
1 0% 4% 0.1
HPV positivo 0% 8% 03
p53 positivo 68,4% 60% 0,6
n - numero fotal de casos Grau nuclear - | - bem diferenciado, Il - moderadamente diferenciado, Il - pouco diferenciado

HPV positivo — detecgdo do papilomavirus humanos através de uma das duas técnicas utilizadas no estudo

3.13. DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

A pesquisa do antigeno do capsideo viral foi positiva em apenas trés casos
(5,5%). todos com leve grau de intensidade e localizada no epitélio adjacente de NIV III
bowendide em dois casos e nas células neoplasicas invasoras do carcinoma de padrdo

histologico basaléide em outro (Figura 28) (Tabela 14).

FIGURA 28 - Reacao positiva para o antigeno viral em células isoladas do carcinoma
escamoso invasivo, variante basaléide (B. 4680/95, IHQ, 40x)
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TABELA 14
Achados mais importantes encontrados em trés pacientes com carcinoma invasivo
e pesquisa para o antigeno viral positiva

Idade Doenga Focalidade Variante histolégicae  Coilocitose Epitélio adjacente  HIS HPV  p53

TGF profundidade invasdo
38 sim U usual (2mm) ++ NIV Ill b e condiloma  ++ NIV~ -
NIV e condiloma

54 sim M basaldide (10mm) - hiperplasia escamosa - -

45 sim M basaloide (1,8mm) ++ NIV NIV Il b - +
HIS HPV = técnica da hibridizagao molecular in sifu para a detecgao do papilomavirus humanos
U = unifocal; M = multifocal (-) = negativo; (+) = positivo : (+) = leve; (++) = moderado
TGF = doenga do trato genital inferior associada NIV 1ll b = neoplasia intraepitelial vulvar grau lll, padrdo bowendide

Comparando-se 0s casos positivos com os negativos para a pesquisa do
antigeno do capsideo viral, observamos que foram estatisticamente significantes atraves da
andlise univariada as variaveis: idade média (p=0,02) e a detec¢do do DNA viral pela
técnica da hibridizagdo molecular in situ (p=0,04). Mostrou tendéncia estatistica a variante

histologica da neoplasia invasora (p=0,06).

Através da andlise multivariada para as trés varidveis significantes, observamos
que somente a idade mostrou correlagdo com o resultado da reagdo (p=0,02), onde

concluimos que quanto mais jovem a paciente, maior € a chance de se detectar o antigeno

do capsideo do HPV.

As pacientes com exame positivo tinham idade média de 45,7 anos e desvio
padrdo de 8, sendo que todas apresentavam outra patologia associada no trato genital
inferior. No grupo negativo, a idade média foi de 69 anos e desvio padrdo de 11,5 e apenas

uma tinha lesdo multicéntrica.

Nio foram significantes: a presenca de lesdes multifocais e multicéntricas, o
grau de diferenciagio e a profundidade de invasdo do tumor, a presen¢a € o grau de
coilocitose, a alteracdo do epitélio adjacente & neoplasia, a presenga de metastases

ganglionares e a detec¢do da proteina p353.
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3.14. DETECGAO DO DNA VIRAL ATRAVES DA HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU

Reacdo positiva para a pesquisa do DNA viral foi detectada em apenas dois
casos (3,6%), ambos para o HPV tipo 16/18, com moderado grau de intensidade e

localizada no terco superior do epitélio de NIV III padrdo histologico bowenoide:

- paciente com 47 anos, ndo associada a outra doenca associada no trato genital
inferior, com lesdo unifocal e variante histolégica basaldide (Figura 29).
Apresenta condiloma adjacente. Reagdo de imuno-histoquimica para o HPV e

pS3 negativas;

- paciente com 38 anos, contendo neoplasia intraepitelial vaginal grau II
associada, lesio unifocal e do tipo histolégico usual queratinizante. Apresenta
condiloma adjacente, pesquisa para o antigeno viral positiva, de grau leve no

epitélio de NIV III e reagdo negativa para a proteina p33.

FIGURA 29 - Hibridizagao molecular in situ positiva para o HPV 16/18 no epitélio com NIV il
adjacente ao carcinoma invasivo padrao basaléide (B.56681/91, HIS)

A) Aumento: 10x B) Pormenor: aumento:20x

Comparando-se o grupo de pacientes onde o DNA do HPV estava presente com
o grupo de resultado negativo, através da andlise univariada, houve correlagdo entre as
idades médias (p=0,05), respectivamente 42,5 anos (desvio padrdo de 6,4) e 68,7 anos
(desvio padrdo de 11,6) e também, com o resultado da reacdo da imuno-histoquimica para a

deteccdo do antigeno viral (p=0,04). A presenga de lesoes multicéntricas mostrou tendéncia
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estatistica (p=0,07). Entretanto, na andlise multivariada, apenas a idade permaneceu
relacionada a detecgdo do DNA viral (p=0,05), com as pacientes de grupo etario mais
jovem apresentando maior chance de ter resultado positivo através da técnica de
hibridizagdo molecular in sifu. A deteccdo do DNA do HPV ndo estava relacionada com a
presenga e o grau das alteragbes coilocitOticas, a variante histologica da neoplasia, a

presenca de lesdes multifocais ou da proteina p53.

3.15. RELACAO ENTRE AS TECNICAS DE IMUNO-HISTOQUIMICA E HIBRIDIZACAO
MOLECULAR IN SITU PARA A DETECGAO DOS PAPILOMAVIRUS HUMANOS

Dentre os 55 casos de carcinoma escamoso invasivo da vulva, quatro (7,3%)
foram positivos para a pesquisa do HPV através das técnicas de imuno-histoquimica ou
hibridizagdo molecular in situ. Entretanto, somente um caso foi positivo para ambos os

métodos (Tabela 15).

TABELA 15

Relagdo entre as técnicas de imuno-histoquimica e hibridizagdo molecular in situ para
a deteccdo dos papilomavirus humanos no carcinoma escamoso invasivo vulvar

Hibridizacao molecular in situ

casos positivos casos negativos Total
Imuno-histoquimica
casos positivos 1 2 3
casos negativos 1 51 52
Total 2 53 55
p (Fisher) = 0,11 HPV: papilomavirus humanos

A tabela abaixo (Tabela 16) mostra os principais achados nos grupos de

pacientes com resultado positivo e negativo para a pesquisa do papilomavirus humanos.
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TABELA 16
Relacgio entre detecgdo do papilomavirus humanos e as variaveis analisadas

Variaveis HPV positivo (4 casos) HPV negativo (51 casos) _Significancia estatistica *
Idade média 46 anos (DP 6,6) 69,5 anos (DP 11,2) p=0,008

Lesdes muiticéntricas 3 (75%) 1(1.9%) p=0,001

Lesdes multifocais 2 (50%) 11 (21,6%) NS

Tipo histolégico da 1(25%) queratinizante 42 (82,4%) queratinizante p=0,02
neoplasia 3 (75%) basaloide 3 (5,9%) basaldide (basalide x as outras variantes)

4 (7,8%) condilomatoso
2 (3,9%) verrucosos

Epitélio adjacente 1 (25%) hiperplasia escamosa 8 (15,7%) normal NS
3 (75%) NIV 11 ** 32 (62,7%) distrofia
11 (21,6%) NIV 1l
Proteina p53 1(25%) grau leve 31 (60,8%) NS
HPV: papilomavirus humanos DP: desvio padrdo NS: no significante (p > 0,05) * analise univariada
NIV llI: neoplasia intraepitelial vulvar grau lil ** duas tinham condiloma associado ao NIV Il

Através da andlise multivariada, a detec¢do do virus continuou associada a
variavel idade (p=0,05) e multicéntricidade (p=0,04), onde pacientes de grupo etrio mais

jovem e com lesGes multicéntricas possuem maior probabilidade de apresentarem o HPV.

3.16. DETECGAO DA PROTEINA P53 ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Sinal positivo para a proteina p53 foi identificado em 32 casos (58,2%), com
leve grau de intensidade em seis (18,8%), moderado em 20 (62,5%) e intenso em seis

(18,8%) (Figuras 30 e 31).

A reacdo positiva estava localizada somente nas areas de carcinoma invasivo
em 22 casos (68,7%) e apenas no epitélio adjacente a area de invasdo em trés (9,4%) (um
na area de invasdo superficial, outro no epitélio de NIV III bowendide e um caso na lesdo
de hiperplasia escamosa). Em sete casos (21,9%) estava presente na area de invasdo, bem
como nas lesdes adjacentes classificadas como: doenga de Paget (um caso), NIV I com
hiperplasia escamosa (um caso), NIV II (um caso), na drea de invasdo superficial em um e
NIV III (trés casos), sendo que em um também foi positivo no epitélio de NIV I associado

(Figuras 30 e 31).
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As células coradas foram identificadas na camada basal do epitélio, ou
predominantemente na metade externa dos blocos tumorais invasivos, com distribuigio

difusa dentro da neoplasia em 21 casos (65,6%) e focal em onze (34,4%).

FIGURA 30 - Reagao positiva para a proteina p53 em carcinoma invasivo queratinizante,
com distribuicdo difusa, predominantemente nas camadas mais externas
dos blocos tumorais
A) Bem diferenciado (B.13986/87, IHQ, 10x)

B) Moderadamente diferenciado (B.60387/91, IHQ, 20x)

FIGURA 31 - Reagdo positiva para a proteina p53 em carcinoma invasivo (IHQ)

A) Carcinoma invasivo padrao condilomatoso (B. 9981/95, 20x)
B) Epitelio contendo células atipicas pagetoides e no carcinoma invasivo
usual pouco diferenciado subjacente (B. 12571/95, 20x)
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A idade média das pacientes onde foi detectada a proteina era de 67,3 anos,
com desvio padrdo de 13,1. Uma paciente (3,1%) apresentava lesdo multicéntrica e oito

(25%) lesdes multifocais.

As variantes histologicas estavam representadas por (Tabela 17): duas (6,2%)
de padrio basaloide, quatro (12,5%) condilomatosos e 26 (81,2%) queratinizantes. Quatro
(12,5%) apresentavam profundidade de invasdo estromal menor ou igual a trés milimetros e

28 (87,5%) mais de trés milimetros.

TABELA 17

Relacdo entre a presenga da proteina p53 e a deteccao dos papilomavirus humanos,
com as variantes histolégicas do carcinoma escamoso invasivo vulvar

Subtipos histolégicos

basaloide condilomatoso usual Verrucoso Total
p53 negativo 4 0 17 2 23
positivo 2 4 26 0 32
HPV negativo 3 4 42 2 51
positivo 3 0 1 0 4

HPV: papilomavirus humanos

Alteragdes coilocitoticas estavam presentes em 22 casos (68,7%) e metastases
ganglionares em 15 (46,9%). Trés (9,4%) mostravam epitélio adjacente a neoplasia
invasora sem alteragdes, 20 (62,5%) continham lesdes distroficas, oito (25%) NIV III

(quatro da variante bowendide e quatro basaloides) e um, doenga de Paget da vulva.

O papilomavirus humanos foi detectado em apenas um €aso (3,1%), somente

através da técnica de imuno-histoquimica (Tabela 18).

TABELA 18

Relacdo entre a presenca da proteina p53 e a detecgdo dos papilomavirus
humanos no carcinoma escamoso invasivo da vulva

p53 negativo p53 positivo Total
HPV negativo 20 S 51
HPV positivo 3 1 4
Total 23 32 55
p (Fisher) = 0,30 HPV: papilomavirus humanos
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No grupo com resultado negativo para a pesquisa da proteina p53, a idade

média das pacientes foi de 68,4 anos e desvio padrdo de 11,8.
Trés (13%) apresentavam lesdes multicéntricas e cinco (21,7%) multifocais.

As variantes histolégicas estavam representadas por (Tabela 17): quatro
(17,4%) basaléides, 17 (73,9%) do tipo usual e duas (8,7%) de padrdo verrucoso. A
profundidade de invasio estromal era menor ou igual a trés milimetros em oito casos
(34,8%) e mais de trés milimetros em 15 (65,2%).

Oito lesdes (34,8%) apresentavam alteragbes coilocitéticas e dez (43,5%)

metastases ganglionares.

O epitélio adjacente a neoplasia invasora nio mostrava alteragdes em quatro
casos (17,4%), apresentava les6es distréficas em 13 (56,5%) e NIV I1I em seis (26,1%).

O papilomavirus foi detectado em trés casos (13%) (Tabela 18).

Notamos correlagdo entre a profundidade de invasio estromal e a detecgdo (mas
ndo com a intensidade da reagdo) da proteina p53 (p=0,04), quando estabelecemos como
limite a profundidade de trés milfmetros. Entretanto, quando aumentamos este limite para
cinco milimetros, a distribuigdo dos casos positivos e negativos foi semelhante entre os dois

grupos de pacientes.

A presenca de alterages coilocitéticas também estava associada & deteccdo da
proteina pS3 (p=0,01), através das analises univariada e multivariada, sendo que a presenca

de coilocitose estava relacionada a um maior indice de detecgdo da proteina p53.

N&o observamos correlagio entre a detec¢do da proteina p53 e a idade média
das pacientes, a presenca de lesdes multicéntricas e multifocais e de metastases
ganglionares, o tipo histolégico e o grau de diferencia¢do da neoplasia, ou com a detecgdo

do papilomavirus humanos.
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3.17. PACIENTES COM RECIDIVA DA NEOPLASIA

Em nove casos (16,4%) observamos recidiva da neoplasia, sendo que esta
ocorreu em menos de um ano em seis pacientes (66,7%) € nas trés restantes, apos cinco,
seis e sete anos, respectivamente. A andlise da recidiva foi realizada apenas com 0S Casos

que foram identificados durante o periodo do levantamento, isto ¢, entre 1983 e 1995.

Em apenas um caso (11,1%) havia envolvimento das margens € em quatro
(44,4%), metastases ganglionares, identificados nas pegas provenientes do primeiro

tratamento cirurgico.

Sete pacientes (77,8%) tinham lesdes unifocais. Destas, cinco (55,5%)
apresentavam lesdes menores ou iguais a trés centimetros no maior eixo e profundidade de
invasio estromal menor ou igual a cinco milimetros em trés (33,3%). O grau histologico era

bem diferenciado em trés e moderadamente diferenciado em quatro casos.

Duas apresentavam lesdes multifocais, ambas medindo menos de trés
centimetros nos maiores eixos, com profundidade de invasdo menor do que cinco

milimetros e grau histolégico moderadamente diferenciado.

A presenga de recidiva estava associada com idade média mais jovem
(p=0,0002), sendo que a idade média das pacientes com recidiva era de 54,6 anos e desvio
padrdo de 13,8 e a do grupo que nfo apresentou recidiva no periodo examinado, 70,3 anos €

desvio padrdo de 10,5.

Nio foi observada relagdo entre recidiva e os outros parimetros analisados,

incluindo a detecgdio do papilomavirus humanos e da proteina p53.
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4. ASSOCIACAO E ANALISE COMPARATIVA DOS TRES GRUPOS
DE PACIENTES

A Figura 32 mostra o ntmero total de lesdes diagnosticadas como neoplasia
intraepitelial vulvar grau III, carcinoma escamoso superficialmente invasivo e invasivo da
vulva, no periodo compreendido entre 1983 e 1995, embora nfo tenham sido incluidos

todos os casos para a realiza¢io deste trabalho.

18

numero de casos

© = w0 @ = @ @ (= - ] « =- w
® ©® ® ® @ @wW 8 & @ & @& > &
@2 @ & @ @ @ @& @® * S a6 a 3
- - - - - - - - - - - - -
O Neoplasia intraepitelial vulvar grau Ill {39 casos) periodo levantado

M Carcinoma invasive (129 casos)
B Carcinoma superficialmente invasivo (9 casos)

FIGURA 32 - Namero total de casos de NIV Ill, carcinoma superficiaimente invasivo e
invasivo da vulva, levantados entre 1983 e 1995

Na tabela abaixo (Tabela 19) estdo representados os dados mais importantes
encontrados nestes trés grupos de pacientes, isto €, contendo lesdes de NIV III, carcinoma

superficialmente invasivo e carcinoma escamoso invasivo vulvar.
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TABELA 19

Caracteristicas mais importantes encontradas nos trés grupos de pacientes

NIV Il (n=38)  Carcinoma Sl (n=9) Carcinoma invasivo (n=55) Valorde p

|dade média (anos) 475 57,9 67,8 0,0001
Lesdes multicéntricas 14 (36,8%) 5 (55,6%) 4(7,3%) 0,0002
Lesdes multifocais 13 (34,2%) 5 (55,6%) 13 (23,6%) 0,12
Presengca de coilocitose 29 (76,3%) 9 (100%) 30 (54,5%) 0,008
Condiloma associado 16 (42,1%) 2 (22,2%) 4(7,3%) 0,0003
IHQ HPV positiva 13 (34,2%) 3(33,3%) 3(5,5%) 0,001
HIS HPV positiva® 17 (44,7%) 2 (22,2%) 2 (3,6%) < 0,0001
Presenca do HPV 22 (57,9%) 3(33,3%) 4 (7,3%) <0,0001
IHQ p53 positiva 8 (21,1%) 6 (66,7%) 32 (58,2%) 0,0007

NIV il = neoplasia intraepitelial vulvar grau [ll S| = carcinoma escamoso superficialmente invasivo

HPV = papilomavirus humanos IHQ = imuno-histoquimica HIS = hibridizagao molecular in situ

Presenca do HPV = presenca do virus detectado através das técnicas de IHQ ou HIS
* HPV de alto risco (16/18) presente em 94% de NIV Il e 100% de carcinoma superficialmente invasivo e invasivo

4.1. DISTRIBUIGAO ETARIA

Observamos uma diferenca significativa (p=0,0001), de aproximadamente dez
anos entre cada grupo de pacientes (Tabela 19), secundaria a diferenca entre a idade média
do grupo com carcinoma invasivo quando comparado com aquelas contendo lesdes de NIV
[1I (p<0,0001) e de carcinoma superficialmente invasivo (p=0,04). Entretanto, ndo houve
diferenca significante do ponto de vista estatistico entre 0 grupo apresentando lesdo de NIV
Il e de carcinoma superficialmente invasivo. A Figura 33 mostra a distribuicdo por faixa

etaria das pacientes nos trés grupos de lesdes.
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FIGURA 33 — Idade das pacientes com NIV lll, carcinoma superficialmente invasivo
e carcinoma invasivo da vulva

Através da andlise estatistica, observamos diferen¢a significante na distribui¢do
do numero de pacientes apresentando idade inferior ou igual e superior a 40, 50 e 60 anos,
nos trés grupos de lesdes (p<0,001); e também quando comparamos o grupo contendo
carcinoma escamoso invasivo com o de NIV III (p<0,001). Entretanto, ndo houve diferenga
entre as pacientes contendo carcinoma superficialmente invasivo com as que apresentavam

lesdes de NIV III ou carcinoma invasivo (Tabela 20).

TABELA 20

Distribuigdo por grupo etéario das pacientes contendo NIV lll, carcinoma superficialmente
invasivo e carcinoma invasivo da vulva

Grupos efdrios
<40 > 40 <50 > 50 <60 > 60
Neoplasia intraepitelial vulvar lil 17 (45,9%) 20 (54,1%) 23 (62,2%) 14 (37,8%) 26(70,3%) 11(29,7%)
(n=37)
Carcinoma superficialmente invasivo 2 (222%) 7(77,8%) 3(33,3%) 6(66,7%) 5(55,6%) 4 (44,4%)
(n=9)
Carcinoma invasivo  (n=55) 2(3,6%)  53(96,4%) 6(10,9%) 49(89,1%) 13(23,6%) 42(76,4%)
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4.2. ETNIA

A maioria das pacientes nos trés grupos era caucasoide. Entretanto, o numero
de afro-brasileiras ou descendentes, era proporcionalmente maior no grupo contendo NIV
III (p=0,03) (Tabela 21).

TABELA 21

Distribuigdo étnica nos trés grupos de pacientes

Descendentes

Caucasoides afeo-hrasilicas Afro-brasileiras
Neoplasia intraepitelial vulvar Il 24 (75%) 3 (9,4%) 5 (15,6%)
Carcinoma superficialmente invasivo 7 (87,5%) 1(12,5%) 0
Carcinoma invasivo 51 (92,7%) 3 (5,5%) 1(1,8%)
Total 82 (86,3%) 7 (7,4%) 6 (6,3%)

p (Fischer) = 0,07

4.3. TIPO DE CIRURGIA REALIZADA

Os espécimes enviados para analise, considerando-se os trés grupos de lesdes,

estavam representados por (Tabela 22):

TABELA 22

Tipos de pecas cirurgicas enviadas para exame anatomopatolégico nos trés grupos
de pacientes

Pecas cinirgicas

Bidpsia Ressecgédo V.parcial  V.simples V. radical
Neoplasia intraepitelial vulvar lil 22(57,9%)  11(28,9%) 3(7,5%) 2 (5,3%) 0
Carcinoma superficialmente invasivo 2 (22,2%) 1(11,1%) 3 (33,3%) 0 3(33,3%)
Carcinoma invasivo 1(1,8%) 2 (3,6%) 1(1,8%) 13 (23,6%) 38 (69,1%)

V. = vulvectomia
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4.4. HISTORIA DE OUTRAS LESOES ASSOCIADAS NO TRATO GENITAL FEMININO INFERIOR

A presenca de outras lesdes associadas no trato genital feminino inferior estd
demonstrada na tabela abaixo (Tabela 23).

TABELA 23

Distribuicao das lesdes multicéntricas e idades médias correspondentes nos
trés grupos de pacientes

Lesoes multicéntricas relatadas  Lesoes multicéntricas nao relatadas

Niimero de casos Idade média Niimero de casos Idade média
Neoplasia intraepitelial vulvar lll (n=38) 14 (36,8%) 448 24 (63,2%) 48,9
Carc. superficiaimente invasivo (n=9) 5 (55,6%) 54,4 4 (44,4%) 62,2
Carcinoma invasivo (n=55) 4(7,3%) 53,5 51(92,7%) 68,9
Total (n=102) 23 (22,6%) 48,6 79 (77,4%) 62,5
Carc.: carcinoma n: nimero de casos

Notamos diferenga significante entre os trés grupos (p=0,0002) em relacdo a
presenca de lesdes multicéntricas, secundaria ao baixo indice de multicéntricidade nas
pacientes com carcinoma escamoso invasivo quando comparadas com as contendo lesdes
de NIV III (p=0,001) e de carcinoma superficialmente invasivo (p=0,002) (Tabela 23).
Entretanto, esta diferenga ndo foi significante entre as lesdes de NIV III e carcinoma

superficialmente invasivo.

As idades médias das pacientes com lesGes multicéntricas nos trés grupos foram
semelhantes (Tabela 23). Entretanto, observamos diferenga entre os trés grupos de
pacientes onde ndo havia relato de outras patologias associadas (p<0,0001), bem como

entre équelas apresentando NIV III e carcinoma invasivo (p=0,04).

Somando-se os trés grupos, notamos que a idade média das pacientes contendo
lesdes multicéntricas foi significativamente inferior ao do grupo onde ndo havia relato de
outras patologias associadas (p=0,001) (Tabela 23).

Dos 23 casos com lesGes multicéntricas, 60,9% eram NIV III, 21,7% carcinoma

superficialmente invasivo e 17,4% carcinoma invasivo.

RESULTADOS - 123



4.5. ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES

Na andlise de cada grupo separadamente, observamos que as alteragdes

Em contrapartida, lesdes elevadas foram mais freqiientemente notadas nas

4.6. LOCALIZAGAO DAS LESOES

O envolvimento de uma ou mais regides da vulva, a lateralidade e o seu local,

TABELA 24

diferenca significativa entre os trés grupos de lesdes (Tabela 24).

discromicas ocorreram predominantemente nas pacientes contendo lesdes de NIV III
(70,8%), sendo que 33% delas apresentavam apenas discromia ao exame fisico. Lesdo
discromica isolada ndo foi identificada no grupo com carcinoma superficialmente invasivo

e estava presente em somente dois casos (3,6%) de carcinoma invasivo.

pacientes com carcinoma invasivo (92,7%), seguido pelo carcinoma superficialmente
invasivo (71,4%) e NIV III (29,2%).

estdo relacionados na tabela abaixo, sendo que nio observamos de uma maneira geral,

Distribuicdo topografica das lesGes vulvares nos trés grupos de pacientes

NIVIll (%) Carcinoma Sl (%)

Carcinoma invasivo (%)

Apenas uma regiao da vulva
Mais de uma regido da vulva

Unilateral
Unilateral e central
Direita

Esquerda

Bilateral

Bilateral e central
Central

Grandes labios
Pequenos labios
Clitoris

Fircula

Perineo

56
44

30
15
60
40
1
18
26

33
33
4
24
6

75
25

37
0
100
0
0
13
50

AN
31
8
8
23

42
58

40
14
57
43
13
20
13

30
48
19
0
3

NIV Ili: neoplasia intraepitelial vulvar grau Il

Carcinoma Sl: carcinoma superficialmente invasivo
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4.7. FOCALIDADE DAS LESOES

A distribuicio de lesdes multifocais e unifocais entre os trés grupos foi
semelhante (Tabela 19).

Nizo houve diferenca significante entre as idades médias dos trés grupos de

pacientes apresentando lesdes multifocais ou unifocais.

Do total de 102 pacientes, 31 (30,4%) apresentavam lesdes multifocais,
correspondendo a 13 casos de NIV III (41,9%), cinco carcinomas superficialmente

invasivos (16,1%) e 13 carcinomas invasivos (41,9%).

Lesdes unifocais estavam presentes em 51 pacientes (50%) e representadas por
cinco casos de NIV III (9,8%), quatro carcinomas superficialmente invasivos (7,8%) e 42

carcinomas invasivos (82,4%).

Observamos diferenga significante entre as idades médias das pacientes
contendo leses unifocais e multifocais (p=0,004), respectivamente, 67,2 (desvio padrdo de
14,4) e 57,3 anos (desvio padréo de 14,9).

4.8. ALTERACOES EPITELIAIS ADJACENTES

Resumidamente, observamos no grupo de pacientes com lesdes de NIV III:
epitélio adjacente de aspecto normal em 16 casos (45,7%), hiperplasia escamosa em dois
(5,7%) e condiloma em 16 (45,7%).

As pacientes com carcinoma superficialmente invasivo mostravam NIV III de
padrio bowendide no epitélio adjacente & leséo invasiva em oito casos (88,9%), sendo que
dois (22,2%) estavam associados a condiloma plano viral. Em um, o epitélio adjacente ndo

apresentava alteragoes.

No grupo contendo carcinoma invasivo, seis (10,9%) ndo mostravam alteragdes
epiteliais adjacentes, 16 (29,1%) tinham hiperplasia escamosa e¢ 17 (30,1%), liquen
escleroso. Quatorze (25,5%) apresentavam neoplasia intraepitelial vulvar grau III (seis de

padrdo bowendide e oito basaldides) e quatro (7,3%) tinham condiloma viral associado.
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Notamos diferenca entre os trés grupos de pacientes quanto a distribui¢do das
leses de condiloma (p=0,0003) e de hiperplasia escamosa (p=0,02).

Nao observamos diferenca entre as idades médias das pacientes dos trés grupos
apresentando lesdo de NIV III padréo histolégico bowendide. Entretanto, esta diferenca foi
significante (p=0,008) naquelas contendo NIV III da variante basaléide, sendo a idade
média do grupo com lesdo de NIV III (44,3 anos) significativamente menor quando
comparada aquelas contendo carcinoma invasivo associado a NIV III basal6ide no epitélio

adjacente (67,6 anos).

Do mesmo modo, também nd@o havia diferenca entre as idades médias dos trés
grupos de pacientes contendo lesdo de condiloma. Além disso, a presen¢a de condiloma
estava associada a idade mais jovem quando comparado com as pacientes desprovidas de

condiloma apenas no grupo contendo carcinoma escamoso invasivo.

Se considerarmos todas as pacientes apresentando NIV III como lesdo priméria
ou associada, e compararmos a idade média de 52,4 anos (desvio padrio de 19,2) com o
grupo desprovido de NIV III, que foi de 69,3 anos (desvio padrdo de 11,8), observamos
diferenca significativa (p<0,0001).

Também notamos tendéncia estatistica (p=0,09) entre as idades médias das
pacientes contendo a variante histolégica boweno6ide de NIV III e a do grupo de padrio
basal6ide, respectivamente, 50,4 (desvio padréio 19,6) e 61,3 anos (desvio padrio 15,1).

Lesdo de condiloma estava presente em 22 do total de 102 pacientes (21,6%),
com idade média de 47,6 anos (desvio padrdo 19,1) e ausente nos 77 casos restantes
(75,5%) onde havia epitélio adjacente passivel de avaliagdo, com idade média de 63,6 anos
(desvio padrio 16,4), diferenga estatisticamente significante (p=0,0002). O condiloma
estava presente predominantemente no grupo de pacientes com lesdo de NIV III (72,7%)
(Tabela 19), sendo que a maioria que ndio apresentava condiloma era de pacientes com

carcinoma invasivo (66,2%).
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49. SINAIS HISTOLOGICOS SUGESTIVOS DE INFECGAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANOS

A tabela abaixo (Tabela 25) mostra a distribuigéo das alteragdes coilocitdticas
nos trés grupos de pacientes, onde notamos que a auséncia de coilocitose, ou a sua presenca
em grau leve ocorreu predominantemente nas pacientes com carcinoma invasivo. Nos
grupos contendo lesdo de NIV III e de carcinoma superficialmente invasivo, a distribuigdo
do némero de casos negativos ou com coilocitose de grau leve foi semelhante aos de grau

moderado e intenso.

TABELA 25

Intensidade e localizagdo das alteragdes histélogicas sugestivas de infeccao
viral nos trés grupos de pacientes

Alteracdes coilocitoticas

ausentes leves moderadas intensas Tofal
Neoplasia intraepitelial vulvar grau il 9 (23,7%) 9(23,7%) 9 (23,7%) 11 (28,9%) 38
Carcinoma superficialmente invasivo 0 5 (55,6%) 3(33,3%) 1(11,1%) 9
Carcinoma invasivo 25 (45,5%)  21(38,2%) 8 (14,5%) 1(1,8%) 55
Total 34 (33,3%)  35(34,3%) 20 (19,6%) 13 (12,7%) 102

A presenca de alteragdes coilocitoticas (p=0,008) e a sua intensidade (p=0,01)
mostraram diferencas significantes na sua distribuicdo entre 0s trés grupos de pacientes,
com maior proporgdo de casos positivos e de grau mais intenso no grupo com lesdo de NIV
I1I (Tabelas 19 e 25). Em relag@o a presenga de coilocitose, esta diferenca foi secundaria ao
grupo de carcinoma invasivo quando comparado com as pacientes contendo lesoes de NIV
11 (p=0,02) e carcinoma superficialmente invasivo (p=0,008). A intensidade das alteragdes
coilocitéticas mostrou diferenca na sua distribui¢do entre o grupo com carcinoma invasivo

e com NIV III (p=0,001).

Notamos apenas diferenca entre as idades médias das pacientes contendo lesoes
de NIV III e de carcinoma invasivo, tanto para aquelas desprovidas de coilocitose,
respectivamente 41 e 71,3 anos (p=0,001), quanto para as contendo alteracdes coilocitoticas

(p=0,07), respectivamente, 49,5 e 64,8 anos.
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A idade média das 68 pacientes apresentando alteragdes coilocitéticas foi de
57,5 anos, com desvio padrdo de 18,1 e do grupo desprovido de coilocitose, 63,3 anos e -
desvio padrdo de 18,7, diferenca estatisticamente nio significante. Entretanto, se juntarmos
as pacientes ndo apresentando coilocitose com as de grau leve e compararmos com o grupo
contendo alteragdes coilocitoticas de grau moderado e intenso, observamos diferenca
(p=0,009) entre as idades médias, respectivamente, 62,6 (desvio padrdo 17,6) e 52,5 anos
(desvio padrio 18,6).

4.10. DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

A detecgdo do antigeno do capsideo viral mostrou diferenca significativa entre
os trés grupos (p=0,001) (Tabela 19), secunddrio ao baixo indice de positividade nas
pacientes com carcinoma invasivo quando comparadas com aquelas contendo lesbes de
NIV III (p=0,0003) e carcinoma superficialmente invasivo (p=0,03).

As idades médias entre os trés grupos de pacientes apresentando o antigeno
viral foram semelhantes, variando de 43,7 a 46 anos. Entretanto, observamos diferenca
significante (p<0,0001) entre as pacientes contendo NIV III e carcinoma invasivo com
resultado negativo para a pesquisa do antigeno viral, com idades médias de 49,5 e 69 anos,

respectivamente.

A Tabela 26 mostra a distribui¢fo das variaveis mais importantes em relagdo ao
resultado da técnica de imuno-histoquimica para a pesquisa do antigeno do capsideo viral,

quando agrupamos os trés grupos de pacientes do estudo.

A detecgéo viral ocorreu em 19 casos (18,6%), correspondendo a 13 lesdes de
NIV III (68,4%), trés (15,8%) carcinomas superficialmente invasivos e trés (15,8%)

carcinomas invasivos.
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TABELA 26

Achados mais importantes relacionados ao resultado da imuno-histoquimica para a
deteccio do papilomavirus humanos associando-se os trés grupos de pacientes

IHQ positiva (n=19) IHQ negativa (n=83) Valor de p
Idade média (anos) 444 62,9 0,0003
Lesdes multicéntricas 10 (52,6%) 13 (15,7%) 0,001
Lesdes multifocais 8 (42,1%) 23 (27,7%) 0,01
Condiloma associado 9 (47,4%) 13 (15,7%) 0,004
Alteragoes coilocitéticas presentes 16 (84,2%) 52 (62,6%) 0,08
Hibridizagdo in situ positiva 11 (57,9%) 10 (12%) 0,0001
p53 positiva 6 (31,6%) 40 (48,2%) 0,2

IHQ: imuno-histoquimica

Podemos notar diferenca significante entre as pacientes contendo o antigeno
viral com relagio a idade média, & presenga de lesoes multicéntricas, multifocais e de
condiloma associado e também, com o resultado da pesquisa do DNA viral através da
técnica da hibridizagdo molecular in sifu.

Embora a presenga de alteragdes coilocitoticas mostrasse apenas tendéncia
estatistica, observamos correlagdo entre o grau de intensidade da coilocitose com 0
resultado da técnica de imuno-histoquimica (p<0,0001). A presenga da proteina p53 ndo

estava associada a detecgdo do antigeno viral.

Através da analise de regressdo logistica, observamos que a detecgdo do
antigeno do capsideo viral estava associada a presenga de lesdes multicéntricas (p=0,001) e

mostrou tendéncia para a presenga de lesdes multifocais (p=0,09) e de condiloma (p=0,07).

4.11. DETECGAO DO DNA VIRAL ATRAVES DA HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU

Observamos maior nimero de casos positivos e de grau mais intenso nas
pacientes apresentando NIV III (Tabela 19), sendo esta diferen¢a secundaria ao grupo com

lesdes de NIV III em relagdo aquelas contendo carcinoma escamoso invasivo (p<0,0001).

As idades médias entre os trés grupos de pacientes apresentando hibridizagdo

molecular in situ positiva foram semelhantes, variando de 38,8 a 45,5 anos. Entretanto,
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notamos diferenga (p=0,001) entre os trés grupos com resultado negativo, secunddrio a
diferenca entre as idades médias das pacientes com lesdo de NIV III (54,8 anos) e de

carcinoma invasivo (68,7 anos).

Do total de 102 casos, 21 (20,6%) apresentavam o DNA viral, correspondendo
a 17 lesdes de NIV III (81%), dois casos (9,5%) de carcinoma superficialmente invasivo e

dois (9,5%) de carcinoma invasivo.

A tabela abaixo (Tabela 27) mostra os achados mais importantes associados a

detecgdo do DNA do papilomavirus humanos.

TABELA 27

Achados mais importantes relacionados a deteccdo do DNA dos papilomavirus
humanos associando-se os trés grupos de pacientes

HIS positiva(n=21) HIS negativa (n=81)  Valorde p

Idade média (anos) 39,8 64,6 0,0001
Lesoes multicéntricas 9 (42,8%) 14 (17,3%) 0,02
Lesoes multifocais 5(23,8%) 26 (32,1%) 0,3
Condiloma associado 13 (61,9%) 9 (11,1%) 0,0001
Alteracdes coilocitéticas presentes 17 (80,9%) 51 (62,9%) 0,1
Imuno-histoquimica positiva 11 (52,4%) 8 (9,9%) 0,0001
p53 positiva 6 (28,6%) 40 (49,4%) 0,09

HIS: hibridizagao molecular in situ

Pudemos observar correlagio entre o resultado desta técnica com as idades
medias das pacientes, com a presenca de lesdes multicéntricas, de condiloma e com a

deteccdo do antigeno viral. Mostrou tendéncia estatistica com a presenca da proteina p53.

Embora nfo tenha mostrado relagio com a presenca de alteragdes coilocitéticas,
observamos correlagdo entre a intensidade da coilocitose e o resultado positivo ou negativo

da técnica de hibridizagido molecular in situ (p=0,001).

Através da analise de regressdo logistica, notamos que a presenca de idade mais
jovem (p=0,0001) e do antigeno do capsideo viral (p=0,02), permaneceram correlacionadas

a detecgdo do DNA do papilomavirus humanos.
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4.12. PRESENGA DO HPV, DETECTADO ATRAVES DE UMA OU OUTRA TECNICA

O ntimero de casos positivos foi estatisticamente diferente entre os trés grupos
de lesdes (p<0,0001) (Tabela 19) e secund4rio a diferenca entre as pacientes com
carcinoma invasivo em relagdo aquelas apresentando lesdes de NIV III (p<0,0001) e de

carcinoma superficialmente invasivo (p=0,05).

As idades médias das pacientes contendo ou ndo 0 papilomavirus humanos

foram semelhantes entre os trés grupos.

A detecgdo do virus através das técnicas de imuno-histoquimica ou hibridizagdo
molecular in situ ocorreu em 29 do total de 102 casos analisados (28,4%) e correspondiam
a 22 lesdes de NIV III (75,9%), trés carcinomas superficialmente invasivos (10,3%) e
quatro carcinomas invasivos (13,8%). Os dados mais importantes estdo relacionados na

tabela abaixo (Tabela 28).

TABELA 28

Achados mais importantes relacionados a detecgio dos papilomavirus humanos, através da
imuno-histoquimica ou da hibridizagao molecular in situ, somando-se os trés grupos de pacientes

HPV presente (n=29) HPV ausente (n=73)  Valordep

Idade média (anos) 42 66,5 0,0001
Lesdes multicéntricas 14 (48,3%) 9 (12,3%) 0,0002
Lesdes multifocais 9 (31%) 22 (30,1%) 0,03
Condiloma associado 13 (44,8%) 9(12,3%) 0,0007
Alteracoes coilocitoticas presentes 23 (79,3%) 45 (61,6%) 0,09
p53 positiva 9 (31%) 37 (50,7%) 0,07

HPV: papilomavirus humanos

Observamos forte correlagdo entre a presenca do HPV com idade média mais
jovem das pacientes, com a presenca de lesBes multicéntricas e multifocais e com lesdo de

condiloma associado.

Mostrou tendéncia estatistica em relagdo a presenca de alteragdes coilocitéticas
e com o resultado da pesquisa da proteina p53, embora o grau de coilocitose estivesse
associado a detecgdio do virus (p=0,003).
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Através da andlise de regressio logistica, notamos que a presenga de idade mais
jovem (p=0,0001), de condiloma (p=0,003) e de lesdes multicéntricas (p=0,007) -

continuaram associadas a detecg¢fio do papilomavirus humanos.

4.13. DETECGAO DA PROTEINA P53 ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Podemos observar na Tabela 19 que a distribuigio do numero de casos
Positivos e negativos para a pesquisa da proteina p53 foram diferentes entre os trés grupos
de pacientes, assim como a intensidade da reacdo positiva (p=0,0007), secundéria 2
diferenca entre as pacientes contendo lesdo de NIV III quando comparadas com os grupos

de carcinoma superficialmente invasivo (p=0,01) e de carcinoma invasivo (p=0,0003).

Também notamos diferenga entre as idades médias nos trés grupos de pacientes
com resultado negativo (p=0,0003) e positivo (p=0,003) para a proteina p53, secundéria a

diferenga entre as idades médias do grupo com NIV III e carcinoma escamoso invasivo.

A proteina p53 foi detectada em 46 casos (45,1%), correnpondendo a oito
lesbes de NIV III ( 17,4%), seis (13%) carcinomas superficialmente invasivos e 32 (69,6%)
carcinomas invasivos. Os dados mais importantes analisados em relagdo ao resultado da

pesquisa para a proteina p53, estdo relacionados na tabela abaixo (Tabela 29).

TABELA 29

Relacéo entre a presenca da proteina p53 e as outras variaveis analisadas nos
trés grupos de pacientes

p33 positiva (46 casos)  p53 negativa (56 casos) Valor de p

Idade média (anos) 62,4 56,9 0,1
Lesdes multicéntricas 6 (13%) 17 (30,4%) 0,04
Lesoes multifocais 15 (32,6%) 16 (28,6%) 0,8
Condiloma associado 8 (17,4%) 14 (25%) 0,3
Alteragées coilocitoticas presentes 36 (78,3%) 32 (57,1%) 0,03
IHQ-HPV positiva 6 (13%) 13 (23,2%) 0,2
HIS-HPV positiva 6 (13%) 15 (26,8%) 0,09
Presenca do HPV (IHQ e/ou HIS) 9 (19,6%) 20 (35,7%) 0,07

IHQ = imuno-histoquimica HIS = hibridizagdo molecular in situ HPYV = papilomavirus humanos
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Reacdo positiva estava associada a presenga de lesdes multicéntricas e de
alteragdes coilocitéticas e mostrou tendéncia estatistica (p=0,07) com o grau de coilocitose
onde, pacientes contendo alteragdes coilocitoticas acentuadas apresentavam maior

tendéncia a ter resultado negativo para a pesquisa da proteina p353.

Também mostrou tendéncia estatistica com a detecgio do DNA viral e do

papilomavirus humano atraves de um dos métodos de detecgo do virus (Tabela 30).

TABELA 30

Relagao entre a presenga da proteina p53 e a detecgdo dos papilomavirus
humanos associando-se os trés grupos de pacientes

p53 negativa p53 positiva Total
HPV negativo 36 (35,3%) 37 (36,3%) 73 (71,6%)
HPV positivo 20 (19,6%) 9(8,8%) 29 (28,4%)
Total 56 (54,9%) 46 (45,1%) 102 (100%)
P ()= 0,07 HPV: papilomavirus humanos

Embora a diferenca entre as idades médias das pacientes com resultado POSitivo
ou negativo ndo fosse significante, a0 agruparmos 0s €asos negativos e os positivos de
intensidade leve e compararmos com OS positivos de grau moderado e intenso, notamos
significincia estatistica (p=0,006), com as pacientes apresentando idades médias de 56,4
(desvio padréo de 19) e 67,5 anos (desvio padrdo de 14,3), respectivamente.

Através da analise de regressdo logistica, observamos que continuou
significante a associagdo entre a presenca de alteragdes coilocitéticas com a detecgdo da

proteina p53 (p=0,01) ¢ a presenca de leses multicéntricas com a sua auséncia (p=0,02).
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V. DISCUSSAO

w

1. NEOPLASIA INTRAEPITELIAL VULVAR GRAU III

1.1. INCIDENCIA E DISTRIBUIGAO ETARIA

Estudos mostram um aumento no diagnéstico das leses intraepiteliais
neoplasicas vulvares grau ITI (NIV III) entre as décadas de 70 e 90, dobrando nos ultimos
20 anos de 1,1 para 2,1 por 100.000 mulheres (STURGEON et al., 1992; HOMESLEY,
1995; KAUFMAN, 1995; EDWARDS et al., 1996; KUPPERS et al., 1997). A maioria dos
autores observou também alteragdo no seu padrio epidemiolégico, com uma maior
incidéncia predominantemente nos grupos etarios mais jovens, a0 redor da terceira década,
enquanto que anteriormente acometia mais as pacientes entre a quinta e sexta década de
vida (CRUM et al., 1984; BUSCEMA et al., 1988; HORDING et al., 1991; JONES &
ROWAN, 1994; KAUFMAN, 1995; van BEURDEN et al., 1995). Entretanto, JUNGE et
al. (1997) ndio notaram diferenga na incidéncia das lesdes de NIV III e nas idades médias
das pacientes entre os periodos de 1968-1980 e 1980-1990. Também HEROD et al. (1996a)
ndo identificaram disparidades nas idades médias no intervalo estudado, entre 1978 e 1992.

Muitos autores correlacionam o aumento no diagnostico das lesdes de NIV III
a0 crescimento do nimero de mulheres infectadas por papilomavirus humanos na
populagdo geral (WOODRUFF, 1985; JONES et al., 1990; HORDING et al, 1991;
HOMESLEY, 1995; HEROD et al., 1996a). Entretanto, HEROD et al. (1996) interrogam
se o aumento na incidéncia da infecgdo por HPV ¢ verdadeira ou secundaria a um maior
reconhecimento das alteragbes citologicas e histologicas associadas ao virus, ou a

mudangas nos critérios histopatologicos empregados na defini¢do destas lesdes virais.

IVERSEN & TRETLI (1998) referem que a infecgdo viral é mais freqiiente nas
pacientes jovens e, portanto, que O aumento na incidéncia do NIV III deveria ocorrer
predominantemente neste grupo de mulheres. Entretanto, eles notaram um aumento do
diagnéstico de NIV 111 em todos os grupos etarios do periodo estudado, entre 1973 € 1992 ¢
sugerem que talvez a infecgdo pelo virus nio seja a razdo principal deste crescimento, mais

provavelmente decorrente de um aperfeigoamento dos procedimentos diagnosticos.
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Identificamos 38 lesdes de NIV III, 13 (34,2%) diagnosticadas no periodo de
1983 a 1989 e 25 (65,8%) entre 1990 e 1995, significante do ponto de vista estatistico
(p<0,0001); porém, ndo encontramos diferenca entre as idades médias das pacientes.

Embora a andlise estatistica de alguns parametros tenha sido prejudicada devido
aos poucos casos diagnosticados no nosso servigo, podemos observar na tabela abaixo
(Tabela 31) que esta ¢ uma lesdo realmente pouco freqiiente e esta de acordo com a maioria
dos trabalhos isolados, 0os quais mostram uma incidéncia de 2,4 a 5 casos/ano. Os estudos
com casuistica maior sio geralmente compilacdes de vérios casos provenientes de

diferentes centros de referéncias.

TABELA 31
Relagdo do nimero de casos de NIV Il e o periodo levantado em diferentes trabalhos da literatura
Namero total de casos Periodo (anos) Niumero de casos/ano Autores
38 ™ 13 2,9
27 8 34 BARBERO et al., 1990
32 1 29 BARBERO et al., 1993
50 4 125 HAEFNER et al., 1995
92 ®) 15 6,1 HEROD et al., 19962
19 4 47 HORDING et al., 1991
731 24 3,0 HORDING et al., 1995
32 12 27 HUSSEINZADEH et al., 1989
169 @ 7 241 ISSVD, 1996
303 (e 10 30,3 IVERSEN & TRETLI, 1998
113 33 34 JONES & ROWAN, 1994
72 23 31 JUNGE et al., 1995
55 23 24 JUNGE et al., 1997
59 6 9,8 KUPPERS et al., 1997
30 25 1,2 PARK et al., 1991a
50 10 5,0 POWELL Jr. et al., 1986
28 18 16 RUEDA-LEVERONE et al., 1987
249 12 207 SHERMAN et al., 1994
54 25 216 TRIMBLE et al., 1996
48 10 48 van BEURDEN et al., 1995
47 2 235 WOODRUFF, 1991

(a) dados referentes a este trabalho de tese

(b) pacientes provenientes de duas clinicas

{c) casos levantados em dois hospitais universitarios

(d) ISSVD: ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE - casos coletados em 13 instituicdes em um periodo de trés a
11 anos, e o nimero de pacientes variando entre zero e 91. Em média o nimero de casos por ano diagnosticados em
cada instituigao foi respectivamente: 8,3, 3,1,1,2, 2,7, 0,8, 1,2, 0,0e 20.

(e) retirados dos arquivos do Registro de Cancer da Noruega
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A idade das pacientes estava entre 15 e 82 anos, com média de 47,5 anos, sendo
que 45,9% delas tinham 40 anos ou menos e 29,7%, mais de 60 anos. Os nossos achados
sdo semelhantes aos relatados na maioria dos trabalhos, onde a idade média situa-se entre
38 e 47 anos e cerca de 50% das pacientes tém menos de 40 anos (BUCKLEY et al., 1984;
POWELL Jr. et al., 1986; HUSSEINZADEH, NEWMAN, WESSELER, 1989; SHERMAN
et al., 1994; van BEURDEN et al., 1995; HEROD et al., 1996a). Entretanto, alguns autores
encontraram idade média mais alta, entre 52 e 54 anos (BARBERO et al., 1990, 1993;
ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE, 1996), podendo indicar apenas que
a populacdo da area geografica estudada apresenta idade média maior.

1.2. ETNIA

Poucos trabalhos relatam a etnia das pacientes com lesdo de NIV III, sendo que
80 a 90% delas sdo caucasoides (POWELL Jr. et al., 1986; BUSCEMA et al., 1988;
KAUFMAN, 1995; EDWARDS et al., 1996). EDWARDS et al. (1996) referem que a etnia
ndo ¢ um fator de risco para o desenvolvimento do NIV, cuja incidéncia encontrada foi
semelhante entre a populagdo caucaséide e afro-descendente. No nosso estudo 75% eram
caucasoides. Entretanto, este achado pode ser resultante da amostragem populacional da
area geografica de origem das nossas pacientes, constituida predominantemente por

mulheres caucasoides.

1.3. HISTORIA DE OUTRAS LESOES ASSOCIADAS NO TRATO GENITAL INFERIOR

Encontramos outras patologias associadas no trato genital inferior em 36,8%
dos casos, predominantemente no colo uterino (78,6%), sendo que trés (27,3%) também
apresentavam lesGes na vagina. Néo estava relacionado a nenhuma das variaveis estudadas
como: a idade das pacientes, a presenga de condiloma, altera¢bes coilocitoticas ou lesdes
multifocais, com a variante histologica da neoplasia intraepitelial, a detecgdo do virus e da

proteina p53.

A maioria dos trabalhos, a semelhanga dos nossos achados, mostra que

pacientes contendo NIV III possuem lesGes multicéntricas em 22 a 77% dos casos, com
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média ao redor de 50%, predominantemente no colo uterino (81 a 92%) e com freqiiéncia
menor na vagina (7 a 13%). Outros locais mais raramente envolvidos sdo: ovario,
endométrio, mama, pele, pancreas, intestino grosso, etc (BORNSTEIN et al., 1988a;
HUSSEINZADEH et al., 1989; PILOTTI et al., 1989; JONES et al., 1990; HEROD et al.,
1996a; ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE, 1996; KUPPERS et al,
1997; van BEURDEN et al., 1998).

Embora concordante com alguns trabalhos, a nossa incidéncia mais baixa de
lesdes multicéntricas em relagdo a outros pode ser explicada pela auséncia de
multicentricidade, ou que esta informagdo ndo foi relatada durante o preenchimento das

requisi¢es de exame anatomopatologico.

O risco relativo das pacientes contendo NIV III desenvolverem outra neoplasia
no trato genital inferior é de 29,8 sendo assim, obrigatéria a investigagdo do colo uterino,
vagina, perineo e regido perianal, nestas mulheres (JONES & ROWAN, 1994; van
BEURDEN et al., 1998).

Alguns autores observaram correlagdo entre multicentricidade e a presenga de
lesdes multifocais e recorrentes, com pacientes de grupos etarios mais jovens e com a
deteccdo do papilomavirus humano, sugerindo que este virus tenha um papel como agente
etiologico pelo menos neste grupo de pacientes (BORNSTEIN et al., 1988a; TWIGGS et
al., 1988; van BEURDEN et al., 1995, 1998; HEROD et al., 1996a; ITALIAN STUDY
GROUP ON VULVAR DISEASE, 1996). Entretanto, outros trabalhos ndo conseguiram,
assim como nds, demonstrar esta associagio, indicando que a presenga de outras neoplasias
no trato genital ndo influencia o padrdo de desenvolvimento destas lesdes (HORDING et
al., 1991; PARK et al., 1991a).

BORNSTEIN et al. (1988a) notaram que as lesGes multicéntricas estavam
associadas aos grupos etdrios mais jovens, sugerindo que este grupo de pacientes seja mais
susceptivel 4 agio dos fatores causadores da multicentricidade, ou de que a lesdo de NIV III
pode se originar de dois processos distintos, onde as pacientes mais jovens estdo sujeitas a
acdo de carcindgenos comuns e as mais velhas, aos processos especificos originados na

regido vulvar.
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1.4. ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES

As lesdes apresentam aspecto macroscopico variado e inespecifico, mujt_as
vezes associadas, embora sejam mais freqiientemente, em cerca de 65% dos casos,
elevadas, rugosas e raramente, ulceradas (3-6%). Outros aspectos que podem ser
observados ao exame fisico sdo: alteragdes inflamatérias, eritema, hipo- ou hipercromia,
areas de leucoplasia ou aceto-brancas (BUCKLEY et al., 1984; POWELL Jr. et al., 1986;
HUSSEINZADEH et al., 1989; HEROD et al., 1996a).

Encontramos, em concordancia com a literatura, 54,2% de lesdes elevadas e
rugosas € 4,2%, ulceradas.

1.5. FOCALIDADE DAS LESOES

Encontramos nos nossos casos o predominio de lesdes multifocais (72,2%) e
nfio estavam relacionados a nenhum dos pardmetros analisados. Entretanto, devemos
ressaltar que apenas 18 dentre os 38 casos do estudo eram passiveis de avaliagdo quanto a
focalidade, resultando em uma amostragem muit0 pequena para uma andlise estatistica
adequada.

Na literatura a incidéncia de lesdes multifocais varia de 27.9% a 93%
(POWELL Jr. et al., 1986; HUSSEINZADEH et al., 1989; van BEURDEN et al., 1995,
1998; ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE, 1996; JUNGE et al., 1997).

Alguns autores associam lesdes multifocais a pacientes mais jovens, 4 presenca
de lesdes multicéntricas e a deteccdo do HPV (BORNSTEIN et al, 1988a; TWIGGS et al.,
1988; HUSSEINZADEH et al., 1989; HOMESLEY, 1995; van BEURDEN et al., 1995,

1998; HEROD et al., 1996a), enquanto outros nao conseguiram demonstrar esta relaggo.

POWELL Jr. et al (1986) observaram que a distribuigdo do numero de
pacientes com lesdes multifocais era semelhante ao do grupo com lesdes unifocais, mas que

das pacientes com lesdes multifocais 42% tinham menos e apenas 8% mais de 50 anos.

JUNGE et al. (1997) notaram que as pacientes com lesdes multifocais eram

mais jovens (39 anos) do que aquelas com lesdes unicas (53,5 anos), a maioria com idade
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inferior a 50 anos, embora esta diferenga nio tenha sido significativa do ponto de vista
estatistico.

van BEURDEN et al. (1995) nfio conseguiram correlacionar a variante
histolégica do NIV III com a focalidade das les3es.

JONES et al. (1990) mostraram que 50% das lesdes multifocais eram HPV

positivas e 50% negativas.

1.6. LOCALIZAGAO DAS LESOES

Os locais envolvidos pelas lesdes de NIV III variam entre os diferentes
trabalhos. Enquanto EDWARDS et al. ( 1996) observaram maior niimero de lesdes nos
pequenos ldbios, no estudo de POWELL Jr. et al (1986) elas estavam localizadas
predominantemente nos grandes labios.

O envolvimento das regides perineal e perianal varia de 3 a 40% (POWELL Jr.
et al, 1986; HUSSEINZADEH et al., 1989;: EDWARDS et al., 1996) e estavam envolvidas
em 4% e 2% dos nossos casos, respectivamente.

1.7. VARIANTES HISTOLOGICAS

Na literatura muitos autores consideram que o mais freqiiente € a associagdo
entre as variantes histologicas, identificada em 35 a 84% dos casos (HAEFNER et al.,
1995; JUNGE et al., 1995; van BEURDEN et al., 1995; KOHLBERGER et al., 1998) e em
alguns trabalhos chegando a 100% das lesdes (HORDING et al., 1995; JUNGE et al.,
1997). A presenca de diferentes clones celulares com potenciais de crescimento distintos,
sob a influéncia do HPV, parece ser a responsavel pela identificagdo de padrdes
morfolégicos heterogéneos em 4areas vizinhas e este aspecto variado da lesdo talvez reflita
mais o estagio da infecgdo viral do que o tipo de HPV presente (JUNGE et al., 1995).

Nés identificamos o padrio misto em apenas trés casos (7,9%) e eles foram
classificados de acordo com o tipo predominante (KURMAN et al., 1992; COSTA et al.,
1995, KAUFMAN, 1995). Esta baixa incidéncia pode ser conseqiiéncia da andlise

DISCUSSAO - 140



histolégica ter sido realizada na maioria dos casos (57,9%), em material proveniente de
biépsias contendo pequena amostragem da lesdio para avaliagdo. Segundo JUNGE et al.

(1995) as formas puras sdo mais freqiientemente encontradas em lesdes pequenas € iniciais.

Nos nossos casos, 92,1% correspondiam a variante bowenoide e 7,9% ao tipo
basaléide. Na literatura, a incidéncia da variante bowendide varia entre 28,6% e 91,3%,
com média ao redor de 50% e do padrdo basaloide entre 8,7% e 71,4%, com média de 40%.
Em alguns trabalhos, as variantes apresentavam distribuigdo semelhante (POWELL Jr. et
al., 1986; HORDING et al., 1995; JUNGE et al., 1997), em outros havia o predominio da
variante bowenoide, presente em 66,7% a 91,3% dos casos (PARK et al., 1991a; JUNGE et
al., 1995; KAGIE et al., 1997a), ou do padrdo basal6ide (KOHLBERGER et al., 1998). Os
nossos achados estio de acordo com o de JUNGE et al. (1995), onde eles observaram que
91,3% eram da variante bowendide e 8,7% do tipo basaldide.

Nao conseguimos correlacionar o tipo histologico com nenhuma das varidveis
analisadas, embora fossem apenas trés os casos da variante basal6ide. Entretanto, pudemos
observar que nenhum dos casos de padrdo basaléide apresentava lesdo de condiloma
associado e apenas um, tinha alteragdes coilocitéticas e de intensidade leve, todos foram
negativos para a detecgo do antigeno viral e da proteina p53 e apenas um foi positivo para
o DNA viral. Estes achados estdo em concordancia com 0s de HAEFNER et al. (1995),
JUNGE et al. (1995) e de van BEURDEN et al. (1995), pois eles também ndo encontraram
relagdo com a idade média das pacientes, embora no trabalho de HAEFNER et al. (1995)

mostrasse tendéncia estatistica para a presenga do virus e de leses multifocais.

No estudo de KAGIE et al. (1997a) a variante histologica nao estava associada
a detecgdo da proteina p53. Outros correlacionam o padrdo bowenoide com a presenca do
HPV e de alteragdes coilocitoticas (PARK et al, 1991a; JUNGE et al., 1995; van
BEURDEN et al., 1995).

O padrio diferenciado ndo estava presente NoOs nossos €asos, embora o seu
diagnéstico seja dificil e controvertido ¢ a sua incidéncia muito baixa na literatura, ao redor
de 2 a 4%. Geralmente estd associado a pacientes mais idosas, ao liquen escleroso, ao
carcinoma escamoso invasivo e A auséncia do papilomavirus humano (HAEFNER et al,,

1995; JUNGE et al., 1995; van BEURDEN et al., 1995).
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E recomendado que se continue a separar estes tipos histolégicos para que
sejam realizados mais estudos para verificar se elas possuem diferentes caracteristicas

clinicas e epidemiolégicas.

1.8. SINAIS HISTOLOGICOS SUGESTIVOS DE INFECGAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANOS

Alteragdes coilocitOticas estavam presentes em 29 casos (76,3%), com
distribuicdo semelhante entre os diferentes graus de intensidade, sendo que 69,0% eram de
grau moderado ou intenso. N&o encontramos relagdo com nenhum dos pardmetros
analisados. Entretanto, observamos que 41,4% das lesdes contendo alteragdes coilocitoticas
eram multifocais e apenas 11,1% das desprovidas de coilocitose. Dos trés casos da variante
basal6ide, duas ndo apresentavam coilocitose e uma era de intensidade leve. Embora a
presenca de alteragbes coilocitticas nfo estivesse associada 3 detecg¢do do antigeno ou
DNA viral, a intensidade da coilocitose mostrou correlagdo com a positividade da reagéo

pelas duas técnicas e também, com a intensidade da reagdo da hibridizagdo in situ.

Na literatura, a presenca de sinais histolégicos sugestivos de infec¢io viral varia
entre 30% e 83%, com média de 57% (RUEDA-LEVERONE et al., 1987; BUSCEMA et
al., 1988; BARBERO et al., 1990; JONES et al., 1990; PARK et al., 1991a; WALTS et al.,
1993; van BEURDEN et al., 1995; HEROD et al., 1996a; ITALIAN STUDY GROUP ON
VULVAR DISEASE, 1996).

Embora CRUM et al. (1984) e VOOG (1996) enfatizem que a presenga e 0 grau
das alteragdes coilocitéticas na regifio vulvar seja menos freqiiente do que no colo uterino,
talvez secunddrio a4 origem distinta de ambos os epitélios escamosos, respectivamente,
primario e metapldsico, detectamos coilocitose de grau moderado ou intenso em 69% dos
casos, correspondendo a 52,6% do total de 38 pacientes em estudo e van BEURDEN et al.
(1995), em 54% das lesdes.

Diferente da literatura, onde a presenca de alteragdes coilocitoticas esta
associada a pacientes mais jovens (CRUM et al., 1984;: HAEFNER et al., 1995; HEROD et
al., 1996a; ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE, 1996), ndo encontramos

esta diferenca.

DISCUSSAO - 142



Os autores do ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE (1996)
notaram que os sinais histologicos de infecgdo viral eram predominantes nos grupos etérios
mais jovens, contendo lesdes multicéntricas, e sugerem que as lesdes de NIV III associadas

ao HPV representam uma entidade distinta.

Alguns trabalhos nfo conseguiram correlacionar a presenca de coilocitose com
a detecgdo do HPV (BUSCEMA et al., 1988; HAEFNER et al., 1995; van BEURDEN et
al., 1995), assim como nds. No estudo de BUSCEMA et al. (1988), o indice de detecgdo
viral foi semelhante entre os grupos contendo ou ndo coilocitose e também nio estava

associado com o tipo do virus presente na leséo.

Diferentemente, RUEDA-LEVERONE et al. (1987) e BARBERO et al. (1990)
notaram que todos os casos positivos para o HPV tinham alteragdes coilocitéticas. No
trabalho de JONES et al. (1990), a coilocitose estava presente em 93,3% das lesdes
contendo o DNA viral e apresentava distribuicdo semelhante naquelas onde o virus ndo foi
detectado. No nosso estudo, a presenca e a intensidade das alteragbes coilocitoticas era

semelhante no grupo contendo o virus e naquele onde o HPV nio foi identificado.

Uma questdo que deve ser levantada € do por que, mesmo em lesdes com
coilocitose acentuada, o virus ndo € detectado? Seria esta alteracdo sempre representativa
de infec¢do viral, ou existem outras explicagGes para este fendmeno como, por exemplo,
um processo celular degenerativo ou reacional a inflamagdo? (OKAGAKI, 1984;
HUSSEINZADEH et al., 1989; WOODRUFF, 1991; VOOG, 1996). Do nosso ponto de
vista, os casos de intensidade leve poderiam representar alteragdes degenerativas ou
reacionais e seriam assim confundidas com sinais de infec¢do viral. Entretanto, esta
explicag@o € pouco provavel nas lesdes com intensidade moderada e intensa e a auséncia de
detec¢do do HPV talvez esteja relacionada com a sensibilidade do método de detecgdo e

sera discutido posteriormente com mais detalhe.

1.9. ALTERAGOES EPITELIAIS ADJACENTES AS LESOES DE NIV Ill

Pacientes com lesdes de NIV III apresentam condiloma associado, atual ou
pregresso, em 15% a 43% dos casos (POWELL Jr. et al., 1986; BUSCEMA et al., 1988;
TWIGGS et al., 1988; HUSSEINZADEH et al., 1989; PRAT, 1991). Identificamos lesdo
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de condiloma no epitélio adjacente em 42,1% dos casos e hiperplasia escamosa em duas
pacientes (5,3%). Apesar da presenga de condiloma ndo estar associada a nenhum dos

parametros analisados, pudemos observar alguns pontos interessantes:

-  46% das pacientes contendo lesdes multifocais e 20% unifocais tinham condiloma
associado;
- nenhuma com a variante basal6ide apresentava condiloma;

- 43,7% das lesdes contendo condiloma e 26,4% com epitélio normal ou hiperplasico,
foram positivas para o antigeno do HPV. Além disso, a intensidade da reacdo estava

associada ao tipo de alteragdo histolégica presente no epitélio adjacente;

- a presenga de condiloma mostrou tendéncia estatistica (p=0,09) com a detecgdo do

DNA viral, com reagdo positiva em 58,8% dos casos.

Sdo poucos os trabalhos que relacionam NIV III com as lesdes distréficas,
presentes em 12 a 40% dos casos (média de 30%) e representadas predominantemente pela
hiperplasia escamosa, entre 16,7 ¢ 96% (média de 51,7%) e menos freqiientemente, ao
redor de 4 a 27%, pelo liquen escleroso (CRUM & BURKETT, 1989; BARBERO et al,,
1990; ZARCONE et al., 1991; HAEFNER et al., 1995; ITALIAN STUDY GROUP ON
VULVAR DISEASE, 1996).

ZARCONE et al. (1991), estudando as lesdes distroficas vulvares, observaram a
presenca de neoplasia intraepitelial vulvar grau III em 2,4% dos casos de hiperplasia
escamosa € em 3% das lesdes de liquen escleroso. Dentre os seis casos de NIV III
avaliados, uma paciente (16,7%) apresentava hiperplasia escamosa e uma (16,7%), liquen
escleroso. Eles notaram que os diferentes graus de atipias epiteliais estavam associados a
distrofia em geral em 14,7% dos casos e a fase hiperplasica em 41,7%, localizadas nas
areas de neoplasia ou nas regides adjacentes. Estes autores concluem que a possibilidade da
hiperplasia escamosa evoluir para displasia existe e que fendmenos irritativos locais
cronicos prazo podem ser importantes no desenvolvimento do carcinoma vulvar, sendo o

HPV um destes possiveis fatores envolvidos na indugdo de hiperplasia atipica.

WOODRUFF (1991) e o ITALIAN STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE

(1996), aventam a hipotese de que a hiperplasia escamosa possa ser apenas uma resposta
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inespecifica do epitélio a diferentes estimulos irritativos atuantes na regido vulvar. Embora
fossem raros os casos de hiperplasia escamosa no nosso trabalho, concordamos com estes
autores. Entretanto, ndo € possivel concluir este nosso ponto de vista e os trabalhos na

literatura sdo muito escassos, com pequeno niimero de casos estudados.

A presenca de lesdes distroficas, particularmente o liquen escleroso, estd
associada a pacientes mais idosas e a neoplasia intraepitelial vulvar de baixo grau
(BARBERO et al, 1990; HAEFNER et al, 1995; ITALIAN STUDY GROUP ON
VULVAR DISEASE, 1996). Embora s6 tivéssemos dois casos de distrofia e representados
apenas pela hiperplasia escamosa, ndo observamos diferenga entre as idades médias das

pacientes.

Como nos estudos de RIDLEY (1994), HORDING et al. (1995) e de JUNGE et
al. (1995, 1997), também ndo encontramos nenhum caso de liquen escleroso, mas quando
presente, estd normalmente associada 4 variante histolégica diferenciada (RIDLEY, 1994),
padrdo ausente no nosso estudo. JUNGE et al. (1997) consideram o liquen e a displasia
epitelial como entidades distintas e nfo relacionadas.

HAEFNER et al. (1995) observaram que algumas pacientes contendo liquen
escleroso associado a NIV III também apresentavam o DNA do HPV nas lesdes, sendo que
todas eram da variante bowenéide. Entretanto, o virus nfo foi detectado nas 4reas de liquen,
mostrando que ambos os fatores de risco podem estar associados a uma mesma neoplasia e

que a presenga de um ndo exclui o outro.

1.10. EXTENSAO PARA OS ANEXOS CUTANEOS

Poucos trabalhos avaliam a extensdo da neoplasia intraepitelial vulvar grau III
para 0s anexos cutdneos e na maioria dos estudos, sdo discutidos e relacionados aos
diferentes métodos de tratamento (JONES & ROWAN, 1994; KAUFMAN, 1995; HEROD
et al., 1996a). Entretanto, PRAT (1991) notou extensio para os anexos cutaneos em 55%
das lesdes de NIV III e no nosso estudo, estava presente em 37,5% dos casos,

predominantemente para os foliculos pilosos (88,9%).
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1.11. DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL ATRAVES DA IMUNO-HIST OQUIMICA

Detectamos o antigeno do HPV em 34,2% dos casos, de carater focal, nas
camadas mais superiores do epitélio, predominantemente em células coilocitéticas, a
semelhanca dos relatos na literatura (ROMAN & FIFE, 1989) e ndo mostravam correlagdo
com nenhuma das varidveis estudadas. Apesar disso, pudemos notar alguns dados

interessantes:

todos os casos onde o antigeno viral estava presente com intensidade moderada e

intensa, também mostravam positividade para o DNA do HPV. Os de intensidade
leve apresentavam distribuigio semelhante de casos positivos e negativos através da
hibridiza¢do molecular in situ;

- embora a detecgdo do antigeno viral ndo estivesse relacionada com a presenga ou

auséncia de altera¢des coilocitéticas, havia associagdo com a sua intensidade;

- a presenca de condiloma ndo influenciou o resultado positivo ou negativo, mas estava
associada a intensidade da reagdo positiva, embora PILOTTI et al. (1989) tenham
encontrado maior indice de positividade no grupo de pacientes contendo lesdo de

condiloma;

- a detecgdo do capsideo ndo estava relacionada a presenga do DNA viral, embora
mostrasse correlagio com o tipo de HPV, onde 75% dos casos contendo os tipos
16/18 foram negativos e todos com infec¢do mista, assim como 0 Unico caso com 0O

tipo 6/11, positivos.

Como em nosso trabalho, PILOTTI et al. (1989) ndo notaram diferenca entre as
idades médias das pacientes contendo ou nfo o antigeno viral. Entretanto, todas com
resultado positivo tinham lesdes multicéntricas, ao contririo dos nossos achados e de
BORNSTEIN et al. (1988a), com distribuigdo semelhante entre os dois grupos.

Atualmente a técnica da imuno-histoquimica ndo é mais utilizada na pesquisa
da presenga do HPV por ser um método pouco sensivel, principalmente nas lesdes
intraepiteliais neoplasicas de alto grau e invasivas, pois necessita de diferenciagdo celular
(maturagdo) para que ocorra a expressdo dos genes virais tardios responsaveis pela
formagdo do capsideo viral, o qual ¢ detectado através desta técnica. Entretanto, o seu

indice de deteccio ¢ baixo mesmo em lesdes contendo nivel elevado de antigeno, com
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positividade de 50 a 64% nas lesdes de condiloma (OKAGAKI, 1984; WILBUR,
REICHMAN, STOLER, 1988; HUSSEINZADEH et al., 1989; PILOTTI et al., 1989;
ROMAN & FIFE, 1989; PRAT, 1991; SOLER et al., 1992). Em relagdo as lesdes de NIV
II1, os resultados variam entre os diferentes estudos, desde a auséncia de detecgdo até 75%
de positividade (CRUM et al., 1982b; POWELL Jr. et al., 1986; HUSSEINZADEH et al.,
1989; PILOTTI et al., 1989; COSTA et al., 1990). OKAGAKI (1984) detectou o antigeno
viral em 4,8% dos casos € PRAT (1991) em menos de 10%, enquanto RUEDA-
LEVERONE et al. (1987) encontraram sinal positivo em 23,1%, todos com alteragdes
citologicas sugestivas de infecgdo viral e BORNSTEIN et al. (1988a) em 21% das lesoes.

Na avaliagdo das laminas deve ser levado em consideragdo que varios fatores

podem influenciar o resultado da reagdo e estdo relacionados ao:

a) espécime (ROMAN & FIFE, 1989)

- o tamanho do espécime, onde a infecgéo viral focal pode ndo estar representada em
fragmentos muito pequenos;

- variagdo do nimero de particulas virais nos diferentes segmentos do epitélio;

- o estado funcional das células, onde as proteinas podem ser rapidamente liberadas, ou
temporariamente nio sintetizadas;

- expressdo periddica do virus maduro na lesdo.

b) tipo do fixador e tempo de fixacio

O antigeno viral pode ser destruido ou modificado durante o processamento do tecido
(ROMAN & FIFE, 1989).

A formalina altera a estrutura do DNA celular através de interagdes com as pontes de
hidrogénio. Entretanto, podem ser empregados métodos de recuperacdo antigénica para

minimizar estes efeitos como a digestdo enzimatica e a utilizagdo de temperaturas elevadas
(KARLSEN et al., 1994; PILERI et al., 1997).

RESNICK et al. (1995) e PILERI et al. (1997) observaram que o uso de altas temperaturas
¢ mais eficaz do que a digestdo proteica na redugdo dos efeitos induzidos pela fixagdo

prolongada do espécime.
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Como os espécimes do nosso trabalho haviam sido fixados em formalina 10% e sem
controle apropriado do tempo de fixag@o, optamos pela elevagéo da temperatura através da

utiliza¢do do forno de microondas, nas ldminas banhadas com tamp&o citrato.

PILERI et al. (1997), comparando diferentes fluidos notaram que o EDTA foi o mais
eficaz, seguido do Tris-HCl. Embora o tampdo citrato seja o mais utilizado nas pesquisas,
ele foi o que apresentou menor nimero de células coradas e com intensidade mais fraca,
independentemente do tipo de processamento do tecido, do método de aquecimento e da

técnica de imuno-histoquimica empregada.

¢) fatores técnicos (HSU et al., 1981; ROMAN & FIFE, 1989)
- concentracdo do anticorpo primario;

- método imuno-histoquimico: a técnica do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC)
¢ mais sensivel do que o da peroxidase-anti-peroxidase (PAP), pois a primeira contém
moléculas menores o que facilita a sua penetrago e difusdo no interior da célula, além
de apresentar quatro sitios de ligagdo para a biotina aumentando assim, a intensidade da

coloraco.

Desta exposi¢do pode-se concluir que na auséncia de deteccdo do antigeno
viral, ndo € possivel afirmar que a infecgdo por HPV ndo existe, pois esta técnica é pouco

sensivel e sujeita a interferéncia de inimeros fatores.

1.12. DETECGAO DO DNA VIRAL ATRAVES DA HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU

O DNA do HPV foi detectado em 17 (44,7%) dos nossos casos, com a idade
das pacientes variando entre 15 e 75 anos. O tipo mais freqlientemente encontrado foi o
16/18, presente em 16 (94,1%), quatro deles também apresentando outros tipos associados

na mesma lesdo. Apenas um caso foi positivo para o tipo 6/11 isoladamente.

Em concorddncia com a literatura, observamos que o sinal positivo estava
localizado nas camadas mais superficiais do epitélio, onde existe um maior nimero de

coOpias virais, em células contendo ou ndo alteragdes coilocitdticas, mostrando assim que
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ndo € possivel através do exame histolégico, predizer quais serdo as lesdes que terdo
resultado positivo ou negativo (PARK et al., 1991a; JUNGE et al., 1995, 1997; LIE et al.,
1997). Como PARK et al. (1991a) e LIE et al. (1997) o DNA viral estava ausente no

epitélio adjacente 4 lesdo de NIV III e desprovido de condiloma.

Na regido vulvar o HPV € detectado em 20 a 100% das lesdes de NIV 111,
dependendo da sensibilidade do método empregado, sendo que através da hibridizagdo
molecular in situ, 0 DNA viral esta presente em 40 a 60% dos casos, valor proximo ao
encontrado no nosso trabalho (OKAGAKI, 1984; HUSSEINZADEH et al., 1989; JONES
et al., 1990; PARK et al., 1991a; JUNGE et al., 1995, 1997; van BEURDEN et al., 1995).
Enquanto alguns autores (REID et al, 1987; TWIGGS et al,, 1988; PRAT, 1991)
detectaram o DNA viral em 80% das lesdes de NIV III pelo método de Southern blot,
BARBERO et al. (1990) utilizando esta mesma técnica identificaram o virus em apenas

20% dos casos.

A semelhanca das neoplasias intraepiteliais cervicais grau IIl, o tipo mais
freqiientemente identificado no NIV IIL, como o encontrado por nds, é o HPV 16, presente
em cerca de 67 a 100% dos casos (REID et al., 1987; TWIGGS et al., 1988; PILOTTI et al.,
1989; JONES et al.,, 1990; PARK et al., 1991a; HORDING et al., 1995; JUNGE et al.,
1995; van BEURDEN et al., 1995, 1998). Outros tipos também identificados na regido
vulvar sdo o 6/11 e o 31/33, presentes em 3 e 14% dos casos, respectivamente
(BORNSTEIN et al., 1988a; BUSCEMA et al., 1988; TWIGGS et al., 1988; PILOTTI et
al., 1989; NUOVO et al., 1991a; HORDING et al., 1995; JUNGE et al., 1995, 1997).

Na nossa casuistica, 23,5% das lesdes apresentava mais de um tipo de HPV ¢
esta de acordo com os trabalhos d¢ BECKMANN et al. (1991) e de van BEURDEN et al.
(1998), os quais observaram a presenga de infecgio multipla em 22% e 31% dos casos,
respectivamente. BECKMANN et al. (1991) consideram que as infecgdes multiplas
ocorrem mais na regido vulvar do que no colo uterino, presente neste ltimo em 5% dos
casos, embora NUOVO et al. (1991a) tenham identificado infecgdo por multiplos tipos em
2,4% dos casos, com distribuicdo semelhante entre as pacientes contendo neoplasia
intraepitelial cervical e vulvar de alto grau. No colo uterino, em especial no NIC III, este
indice varia entre dois e 71%, estando a maioria entre 10 e 20% (NUOVO et al., 1991a;
LIE et al., 1997; SONNEX, 1998). Entretanto, alguns autores encontraram uma incidéncia
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menor na vulva. Enquanto PILOTTI et al. (1989) e HAEFNER et al. (1995) detectaram
mais de um tipo do HPV em 10% dos casos, HORDING et al. (1995) notaram uma
incidéncia de 1,5%. Em outros estudos ndo havia infec¢do mista em nenhuma lesdo
(BUSCEMA et al., 1988; JUNGE et al, 1995, 1997). Estdo mais freqiientemente
associados os tipos 6 e 16 (PILOTTI et al,, 1989; BECKMANN et al., 1991), bem como ao
16/18 e 31/33/35 (LIE et al, 1997). Ndo existe explicagdo adequada para esta baixa
incidéncia de infecgdes mistas. Normalmente quando ocorre infecgdo por diferentes tipos
de HPV, observa-se que o numero de c6pias de um tipo é maior do que o do outro. Esta
observagdo pode ser resultante de (REID et al., 1987; NUOVO et al., 1991a; JUNGE et al.,
1995, 1997):

- inibi¢do da replicagdo do tipo com menor nUmero de copias pelo virus presente em

maior quantidade, através de mecanismos competitivos;
- contaminagdo por HPV localizado no epitélio adjacente;

- baixo niimero de copias virais secundério ao estagio da infecgdo ser inicial ou em

fase de regressédo.

HERRINGTON et al. (1993), estudando material de arquivo fixado em
formalina e emblocado em parafina, através das técnicas de hibridizagdo molecular in situ €
da reagdo em cadeia da polimerase, notaram que a maioria dos casos onde havia infecgédo
multipla pela hibridizagdo molecular, na verdade, eram apenas reagdes cruzadas geradas
sob as condi¢des usuais de hibridizagdo e estringéncia. Estes autores ressaltam que certos
segmentos do genoma viral sdo suficientemente homologos para que haja reagdio cruzada
como, por exemplo, entre os tipos 6 € 11 e entre o 16 e o 31. Outras explicagdes para a sua
ocorréncia além da detecgo de tipos distintos das sondas empregadas embora relacionados
seriam: reacdo da sonda com seqiiéncias nucleotidicas do DNA celular, ou os tipos virais
ndo sdo distinguidos acuradamente através desta técnica, acarretando em dificuldades na
interpretagdo dos padrdes de hibridizagdo causados por tipos virais correlatos.

A presenga de infecgdo miltipla de uma lesdo pode ser confirmada e a
possibilidade de reac¢do cruzada afastada, aumentando-se as condi¢cdes de estringéncia do
ensaio, utilizando-se controles positivos ¢ negativos e detectando-se os diferentes tipos
virais em dreas topogréficas distintas (NUOVO et al., 1991a; SOLER et al, 1992;
HERRINGTON et al., 1993).
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Em concordancia com os trabalhos de BORNSTEIN et al. (1988a), BUSCEMA
et al. (1988), BECKMANN et al. (1991) e JUNGE et al. (1995), ndo encontramos relagéo
entre o tipo do virus e a presenga de lesdes multicéntricas e multifocais, de sinais

histolégicos sugestivos de infecgdo viral, com a variante histologica e a idade das pacientes.

Notamos correlagdo entre a detecgdo do DNA viral ¢ a idade média mais
jovem das pacientes, € também com a presenga de condiloma. N&o estava associado a
presenga de lesbes muticéntricas e multifocais, 2 variante histologica e a detecgdo do

antigeno viral ou da proteina p53.

A idade média mais jovem das pacientes contendo o DNA do HPV estd em
concorddncia com vérios trabalhos da literatura (BARBERO et al., 1990; JONES et al.,
1990; HORDING et al., 1991; PARK et al., 1991a), embora alguns autores nao tenham
observado esta diferenca (PILOTTI et al., 1989; HAEFNER et al., 1995; HORDING et al.,
1995; van BEURDEN et al., 1995). HUSSEINZADEH et al. (1989), CRUM (1992), ¢
HIETANEN et al. (1995b) referem que nas lesdes de NIV III existe uma relagdo inversa
entre a detecgdo do virus e a idade das pacientes. No trabalho de HUSSEINZADEH et al.
(1989), 61% das pacientes apresentando o DNA do HPV tinham menos de 40 anos e 89%
do grupo negativo eram maiores de 40 anos. No nosso trabalho, a incidéncia foi de 64,7% e

70%, respectivamente.

No nosso estudo, como no trabalho de PILOTTI et al. (1989), a presenca de
condiloma estava associada com a detecgao do DNA viral, diferentemente de BUSCEMA
et al. (1988) que ndo observaram esta relagdo.

BUSCEMA et al. (1988) e van BEURDEN et al. (1995) ndo conseguiram
demonstrar, assim como nés, correlagdo com a presenca de sinais histolégicos sugestivos
de infecgdo viral. Entretanto, BARBERO et al. (1990), JONES et al. (1990), PARK et al.
(1991a) e LIE et al. (1997), observaram maior indice de detecgdo do virus em lesdes

contendo alteragdes coilocitéticas.

Embora alguns autores relatem que a detecgdo do virus é mais alta nas lesdes
com a variante histologica bowenodide (PARK et al., 1991a; JUNGE et al., 1995, 1997),
HORDING et al. (1995) e van BEURDEN et al. (1995), assim como nds, ndo conseguiram

evidenciar esta associagao.
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van BEURDEN et al. (1998) detectaram o DNA viral em 100% das lesdes
multicéntricas através da técnica da reagfio em cadeia da polimerase. Entretanto, nds, assim
como BORNSTEIN et al. (1988a) e HORDING et al. (1995), ndo encontramos relagio
entre a presenga do DNA viral e multicentricidade. JUNGE et al. (1995) e van BEURDEN
et al. (1995) identificaram o virus predominantemente nas pacientes contendo lesdes
multifocais, ao contrario dos nossos achados e de JONES et al. (1990).

Através de uma ou de outra técnica, isto é, exame imuno-histoquimico ou
hibridizagdo molecular in situ, detectamos o virus em 57,9% dos casos, sendo que apenas
oito (36,4%) foram positivos para ambas concomitantemente. Analisando-se todas as
varidveis, apenas a idade média mais jovem das pacientes estava associada & presenga do
virus. PILOTTI et al. (1989) encontraram reagdo positiva por um ou outro método em 83%
dos casos e 50% de concordéncia, indice maior do que o encontrado por nds. Virios fatores
interferem no resultado da hibridizagdo molecular in situ, explicando a varia¢io encontrada
na prevaléncia da infeccdo por papilomavirus humano entre os diferentes trabalhos da

literatura. Entre eles destacam-se:
a) variagdo geogrdfica da populacio estudada (BARBERO et al., 1990)

b) variabilidade interlaboratorial da metodologia e na interpretacio dos resultados
(VUOPALA et al., 1993)

c) espécime

- tamanho: biépsias pequenas podem ndo conter os sinais de infecgdo viral, presentes
focalmente nas areas adjacentes a regiio biopsiada. GOMEZ et al. (1995),
correlacionaram o tamanho do espécime com o resultado da reagdo de hibridizagdo
molecular in situ em lesdes intraepiteliais neoplésicas cervicais de baixo e alto grau e
observaram que, no geral, o tamanho minimo necessario para se obter um resultado
eficaz € de cinco milimetros mm e o ideal, mais de nove milimetros. Para as lesGes de
baixo e alto grau, o ideal é que o espécime seja maior do que nove e cinco milimetros,

respectivamente;
- o numero de fragmentos amostrados;

- apresenga de lesSes com alteragdes histoldgicas que mimetizam aquelas causadas pelo
HPV;
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- lesBes antigas contendo poucas copias e baixo indice de replicagdo viral:

- tipo de lesdo, onde lesdes de alto grau apresentam taxa menor de replicagdo viral e
producdo de virions (TWIGGS et al., 1988; WILBUR et al., 1988; SYRJANEN, 1990;
BECKMANN et al., 1991; SOLER et al., 1992; VUOPALA et al., 1993; GOMEZ et al.,
1995; GUIOT & RAHIER, 1995; JUNGE et al., 1995; WIKSTROM, 1995).

d) fatores relacionados ao HPV

- 0 numero de células infectadas e a quantidade de cépias virais presentes em cada célula;
- 0 tipo de infec¢do viral, se produtiva ou ndo produtiva;

- @ presenca de expressdo viral periddica e heterogénea em diferentes 4reas de uma

mesma lesdo;

- 0 estado fisico do genoma viral, se integrado a0 DNA da célula hospedeira ou na forma
epissomal (WILBUR et al., 1988; JONES et al., 1990; BECKMANN et al., 1991;
SOLER et al., 1992; VUOPALA et al., 1993; GOMEZ et al., 1995; JUNGE et al.,
1995).

e) fixacdo do tecido

O tempo decorrido entre a obtengdo do espécime a fresco até a sua fixagdo, o tipo de
fixador utilizado € o tempo de fixagdo, influenciam a sensibilidade da reagdo, com marcada
redugdo do sinal positivo apés uma semana de fixagdo. Além disso, o tempo de fixag&o, por
sua vez, depende do tipo do espécime e do fixador (HOFLER, 1987; SOLER et al., 1992:
KARLSEN et al., 1994; GUIOT & RAHIER, 1995).

O fixador ideal deve preservar a0 maximo a integridade do RNA/DNA celular, manter os
detalhes morfolégicos e permitir acesso adequado a0 RNA/DNA alvo (HOFLER, 1987:
JUNGE et al., 1995).

Existem controvérsias quanto ao melhor fixador entre os diferentes autores. Enquanto que
para SOLER et al. (1992) o ideal ¢ a formalina tamponada a 10%, para HOFLER (1987) e
GUIOT & RAHIER (1995) ¢ o paraformaldeido 4% em tampéo fosfato ou fosfato-salino.
HOFLER (1987) enfatiza que para que ocorra rea¢do positiva em espécimes fixados em
formalina n3o tamponada, é necessario que a célula contenha mais do que 200 copias do

genoma viral.
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f) fatores metodologicos

- digestdo enzimdtica:

A concentragdo da enzima e 0 tempo de digestdo interferem no resultado da reag@o € sdo
influenciados pelo tipo de tecido analisado, tipos de fixador e pelo tempo de fixacédo
(NUOVO & RICHART, 1989; GUIOT & RAHIER, 1995).

- condigoes de hibridizag¢do:

GUIOT & RAHIER (1995) referem que a sensibilidade da reagdio depende mais da
temperatura e do tempo das lavagens do que das condigdes da hibridizaggo, isto €, da
temperatura e da composigio das solucdes de pré-hibridizacdo € de hibridizacao.

- sondas:

O uso de um numero limitado de sondas para 0s diferentes tipos do HPV € parcialmente
responsavel pela heterogeneidade dos resultados presentes na literatura (WILBUR et al.,
1988: JONES et al., 1990; BECKMANN et al, 1991; SOLER et al., 1992; WIKSTROM,
1995). Assim, com a ampliagdo deste painel, ha um aumento do indice de detecgdo do virus
(JUNGE et al., 1995). A reagéo também depende da concentragdo € do tamanho das sondas
utilizadas (NUOVO & RICHART, 1989; GUIOT & RAHIER, 1995).

- tipo de marcagdo das sondas:
As sondas podem ser radioativas ou ndo radioativas, ligadas a biotina, digoxigenina, ou a
fluorosceina, sendo que o tipo de conjugado influencia o resultado da reagiio (HOFLER,
1987; GUIOT & RAHIER, 1995).

Embora alguns autores considerem que as sondas radioativas sejam mais sensiveis que as
nio radioativas (HOFLER, 1987; SYRJANEN, 1990), foram desenvolvidos outros sistemas
de detecgio para melhorar a sensibilidade destas tltimas, sendo que NUOVO & RICHART
(1989) e SYRJANEN (1990), comparando os dois tipos de sondas, radioativas e nio

radioativas, encontraram indice de positividade semelhante entre os dois grupos.

ARENDS (1991), utilizando dois conjugados, a biotina e a digoxigenina, notaram que
ambas possuiam sensibilidades distintas. As sondas marcadas com digoxigenina foram
mais sensiveis, detectando entre uma e 200 copias virais por célula e tinham coloragdo de
fundo menos intensa, enquanto que as biotiniladas apresentavam maior reagdo de fundo e

sensibilidade de detecgdo entre dez a 800 copias virais.
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- sistema de detec¢do da reagdo:
A ampla heterogeneidade na sensibilidade da sonda depende mais do sistema de detecgdo

do sinal utilizado do que do tipo de marcagio (HOFLER, 1987; GUIOT & RAHIER,
1995).

NUOVO & RICHART (1989) e SYRJANEN (1990) analisando diferentes “kits” de
hibridizagdo molecular in sifu, observaram que trocando os sistemas de detecgdo ocorria
uma melhora dos sinais positivos nos casos com reagido menos intensa e em poucas células.
SYRJANEN (1990) ressalta que a fosfatase alcalina é mais eficaz do que a peroxidase.

- amplificagdo do sinal:

Com o objetivo de melhorar a qualidade da reagdo, devido aos espécimes serem originarios
de material de arquivo, fixados em formalina ndo tamponada e sem controle do tempo de
fixagdo, utilizamos um sistema de amplificagio do sinal, o “Catalysed Signal
Amplification”, da DAKO Corporation (K1500) (KEY & PHILLIPS, 1996). Consiste de
uma técnica inovadora de coloragdo imuno-histoquimica, a qual incorpora um método de
amplificagdo do sinal. Baseia-se na precipitagdo de um composto fenélico biotinilado
catalisado pela peroxidase, seguida de uma reagdo com a estreptavidina-peroxidase,

permitindo assim a deteccdo de baixas quantidades do antigeno-alvo.

Estes autores demonstram, com esta técnica, reagdo positiva em casos que anteriormente
foram negativos através dos métodos usuais, inclusive com a utilizagdo de diluigdes

maiores e com uma sensibilidade 50 vezes superior.

. sensibilidade da técnica de biologia molecular empregada:

As divergéncias entre os resultados da literatura também estdo relacionadas a metodologia
utilizada para a deteccdo viral, as quais mostram diferentes graus de sensibilidade
(BECKMANN et al., 1991; GOMEZ et al., 1995; JUNGE et al., 1995).

Estudos comparativos entre as técnicas de HIS e PCR em lesdes cervicais de diferentes
graus mostraram concordancia de 57% no trabalho de TRONCONE et al. (1995), e de

91,7% no de CAVALCANTI, ZARDO, OLIVEIRA (1997).

Na infecgdo produtiva, em lesdes benignas € nas neoplasias intraepiteliais de baixo grau,
nas quais existe um maior nimero de copias virais, a técnica de HIS possui sensibilidade
semelhante ao do PCR. Assim, neste grupo, a hibridizagdo molecular in situ ¢ muito util,

por ser um método mais rapido e com um custo menor. Entretanto, em espécimes contendo
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DNA celular degenerado e nas neoplasias intraepiteliais de alto grau e invasoras, as quais
apresentam geralmente baixo nimero de copias virais, deve-se optar por técnicas mais
sensiveis, sendo atualmente o PCR o método de escolha (SYRJANEN, 1990; SOLER et al.,
1992; TRONCONE et al., 1995).

Embora altamente sensivel, alguns trabalhos relatam que existem casos onde a reagdo com
o PCR foi negativa e a HIS positiva e estes resultados poderiam ser interpretados como
secundarios a (PARK et al., 1991a; TRONCONE et al., 1995; FRANCO, 1996):

* infecgdo focal, presente no espécime destinado 3 HIS e ausente naquele para o PCR;
® preservacdo inadequada do material ou degradagdo do DNA viral;

» fatores inerentes a técnica do PCR como a presenga de substancias inibidoras da
reagdo, ou a outros ainda nfo identificados e que interferem na amplificagio do gene-
alvo. Por isso, ¢ imprescindivel que este método seja acompanhado de um controle
da reagdo, o qual deve estar presente em todas as células humanas, como por

exemplo, a B-globina ou a actina.

Deve ser lembrado que por ser extremamente sensivel, o0 PCR tem a desvantagem de ser
capaz de amplificar contaminantes além de pequenas quantidades de DNA-alvo presentes
nas lesdes. Assim, é muito discutido atualmente, qual ¢ a importéncia e o significado
biolégico de se amplificar c6pias virais existentes em baixos niveis em uma lesdo
(TRONCONE et al., 1995).

Finalizando, embora a presenca do DNA viral em uma lesio negativa para o
antigeno viral seja mais facilmente explicada, secundaria 4 maior sensibilidade da técnica
da HIS ou pela auséncia da expressdo do antigeno do capsideo em lesdes de alto grau
(desprovidas de diferenciagdo celular), também encontramos casos onde algumas lesdes
foram reativas para o método menos sensivel (imuno-histoquimica) e negativas para a HIS.
Isto pode ser decorrente da presencga de tipos virais diferentes aos das sondas utilizadas, ou
devido ao carater focal da distribuicdo do DNA e da expressdo viral, onde os cortes do

espécime estdo representados por células diferentes (PILOTTI et al., 1989).
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1.13. DETECGAO DA PROTEINA p53 ATRAVES DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Estudos referentes ao P53 nas lesdes de NIV III sdo raros, sendo que a maioria
dos autores analisou o carcinoma escamoso invasivo vulvar, alguns apresentando NIV III
adjacente a drea de invasdo. Assim, na tentativa de contribuir com os escassos trabathos da

literatura, avaliamos também a imunodetecgéo da proteina p53.

Encontramos positividade para a proteina p53 em oito casos (21,1%) e
localizada no epitélio atipico, sendo que em um também estava presente na lesio de
condiloma adjacente. Todos eram de intensidade leve, 62,5% apresentavam distribuigéo
focal e 37,5% padrio difuso, identificados em toda a espessura do epitélio em 50% dos
casos e nas camadas mais inferiores nos 50% restantes. O HPV foi detectado em 75% das
lesdes p53-positivas e em 53,3% dos casos negativos. A imunodetecgdo da proteina p53

ndo estava relacionada a nenhum dos parametros analisados.

A presenca de p53 em epitélio normal, reacional e nas lesSes intraepiteliais
neoplasicas de baixo grau, sdo geralmente de padrdo focal € em poucas células da camada
basal do epitélio, enquanto que nas neoplasias de alto grau, pode estar distribuida em toda a
sua espessura. Assim, parece que a proteina se acumula com o aumento da severidade da
lesdo, sugerindo que a sua expressdo esta relacionada com a proliferagio de células
anormais € que € um evento precoce na transformac¢do maligna (AKASOFU & ODA,
1995), embora alguns autores a conmsiderem como um evento tardio na evolugdo da
carcinogénese humana (TERVAHAUTA et al., 1993; WALTS et al., 1993; VECCHIONE
et al, 1994; ter HARMSEL et al., 1995). Assim como no colo uterino, a sua relagdo
temporal no desenvolvimento da carcinogénese vulvar é também controvertida. Para
KOHLBERGER et al. (1998), a auséncia de mutagdes em NIV III sugere que isto seja um
fenémeno tardio, enquanto que MILDE-LANGOSCH et al. (1995) a consideram como um

evento que ocorre precocemente.

Os resultados sdo controversos nas lesdes de NIV III. PILOTTI et al. (1993b)
avaliaram seis lesdes de NIV III e encontraram o HPV do tipo 16 em 100% dos casos e p53
em 80%, todos de intensidade leve e com distribuigdo focal. Estes mesmos autores em
outro trabalho (PILOTTI et al., 1995) observaram que todos os seis casos de NIV III
apresentavam o DNA do HPV e nenhum tinha p53 aumentada.
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TERVAHAUTA et al. (1993) detectaram a proteina p53, de intensidade leve,
em uma paciente com NIV III e contendo o HPV tipo 11. As outras, eram mulheres com

lesdo de carcinoma mvasivo.

WALTS et al. (1993), analisando duas lesdes intraepiteliais vulvares de baixo
grau e em uma de alto grau, encontraram reagio p53-positiva em todos os casos, de

intensidade leve ou moderada e apenas uma lesdo, de baixo grau, continha o HPV.

KOHLBERGER et al. (1998), em 16 casos de NIV III, ndo detectaram a
proteina p53 e 92,9% das lesdes continham o DNA do HPV.

KAGIE et al. (1997b), analisando o carcinoma escamoso invasivo da vulva, ndo
observaram correlagdo com a variante histologica da neoplasia intraepitelial vulvar grau III.
A imunodeteccdo da p53 ocorreu em 18,7% dos casos contendo NIV III basaloide e em
18,2% com o padrdo bowendide, adjacentes as areas de invasdo. Entretanto, deve ser
lembrado que este estudo foi realizado em pacientes com carcinoma invasivo associado e

ndo em lesdes representadas apenas pela neoplasia intraepitelial.

Embora TERVAHAUTA et al. (1993) considerem que as lesGes precursoras
contendo 0 HPV tenham indice de detecgdo da p53 mais baixa ¢ de menor intensidade,
secundaria 3 formacdo de complexos com o E6 ¢ a uma taxa inferior de mutagdes, nos,
assim como WALTS et al. (1993) e AKASOFU & ODA (1995), néo observamos relagdo
entre o resultado positivo e negativo e a intensidade da reagdo, com a presenga € 0 tipo do
HPV. Além disso, deve-se levar em conta que para a detecgdo de ambos sdo utilizados
cortes histolégicos diferentes da lesdo, nfo permitindo assim determinar se as reagdes

positivas estdo localizadas nas mesmas células ou em cclulas diferentes.

A relagdo entre mutagdo do gene P53 e o HPV ¢ complexa e controversa.
Alguns autores referem que neoplasias contendo o HPV apresentam P53 na forma ndo
mutante e nas lesdes onde o HPV ndo é identificado, ocorre mutagdo génica (PILOTTI et
al., 1993b; WALTS et al., 1993; BERCHUCK et al., 1994; KOHLBERGER et al., 1998).
Entretanto, sido observadas lesdes onde ambos estdo presentes ou ausentes
(TERVAHAUTA et al., 1993; WALTS et al,, 1993; AKASOFU & ODA, 1995; MIWA et
al., 1995).
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Alguns autores referem boa correlagio entre exame imuno-histoquimico e a
ocorréncia de mutagdes (BERCHUCK et al., 1994; MILDE-LANGOSCH et al., 1995;
CALZOLARI et al., 1997). Outros, porém, demonstraram a presenga de expressdo anormal
em genes ndo mutantes e de mutagdes com niveis de proteinas mutantes nfo detectaveis
(WALTS et al,, 1993; BUSBY-EARLE et al., 1994; AKASOFU & ODA, 1995).

PILOTTI et al. (1993b) detectaram o HPV em 100% e a proteina p53 em 80%
das lesoes de NIV III e nenhum deles tinha mutago.

MILDE-LANGOSCH et al. (1995), em sete lesdes de NIV III, identificaram a

proteina p53 na camada basal de duas entre trés pacientes que apresentavam mutagio.

Embora a imunodetec¢do da pS3 ndo seja uma caracteristica especifica para
malignidade, o exame de imuno-histoquimica é um método ideal, rapido e eficaz, podendo
ser util na caracterizagdo das lesGes displésicas, principalmente nas lesdes vulvares, que sdo
geralmente pequenas (WALTS et al., 1993; BERCHUCK et al., 1994; KOHLBERGER et
al, 1998). Entretanto sdo necessérios estudos adicionais, com maior nimero de casos e
utilizando-se anticorpos monoclonais para mutantes, na tentativa de se conhecer melhor a
relagdo entre o P53 e o HPV nas lesdes de NIV II1.

Varios fatores levam ao aumento da proteina p53 e os mecanismos deste
acimulo nas lesdes intraepiteliais neopldsicas do trato genital feminino inferior sdo
heterogéneos, complexos e parecem ndo estar relacionados apenas a fendmenos
mutacionais (VECCHIONE et al., 1994; ter HARMSEL et al., 1995).

LAMBKIN et al. (1994) estudaram a relagdo da proteina p53 com a expressdo
do seu RNA mensageiro e observaram que o aumento da expressio de um nio estava
diretamente associado com o aumento do outro e concluiram que a detecgéio da proteina

p53 era secundaria a estabiliza¢do ou a alteragdo na conformagio da sua estrutura.

O acumulo e conseqiiente detecgdo da proteina pS3 pode ser decorrente de
(COOPER et al., 1993; WALTS et al,, 1993; HALL & LANE, 1994; LAMBKIN et al.,
1994; VECCHIONE et al., 1994; BOSARI & VIALE, 1995; LINDEN, NATHANSON,
ZARBO, 1995; ter HARMSEL et al., 1995; CALZOLARI et al., 1997):

- resposta fisiolégica do epitélio a fendmenos danosos ao DNA;
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interrupgdo da homeostasia celular normal do P53, ou alteragdo da seqiiéncia

cronolégica do controle celular;

estabilizagio mediada pela ligagdo do P53 com outros produtos celulares como o

MDM2, ou a oncoproteinas virais;
alteragdo dos genes dependentes do P53;

presenca de mutagdes no gene P53.

Deve ser lembrado que podem existir lesdes onde ha o acimulo proteico €

mutacdo, embora nfo se consiga identificar esta tltima secundaria & presenga de
(CALZOLARI et al., 1997):

mutagdes localizadas fora das regides pesquisadas;
conformagdes proteicas mutantes que migram como a forma ndo mutante;

pequenas quantidades de mutantes, ndo detectados pela analise.

A detecgdo de mutagdo do P53 em lesdes onde ndo € observado o acumulo da

proteina pode ser decorrente da:

aboli¢io completa da sintese proteica pelo gene mutante;

a proteina nfo ¢é suficientemente estavel para que consiga atingir os niveis

necessarios para a sua detecgdo;

produgio de proteina com alteragdo na sua conformagcio, ndo detectada através do

exame imuno-histoquimico;
perda da atividade exercida pela proteina;

heterogeneidade intratumoral, com mutagdo e expressdo proteica de carater focal,
ausente na regido do fragmento analisado (WALTS et al., 1993; BOSARI &
VIALE, 1995; LINDEN et al., 1995; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

Embora a presenca de mutagdes seja mais freqiiente em neoplasias desprovidas

de infecgdo viral, mesmo nestas elas sdo raras, além de também serem detectadas em lesoes

contendo o HPV. A presenga de mutagiio em tumores HPV positivos pode contribuir para a
neoplasia desenvolver o crescimento invasivo (WALTS et al., 1993; MIWA et al., 1995).
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A presenga do papillomavirus associada a imunodetecgio da proteina p53 pode
ser explicada pela sua ligagdo com a oncoproteina E6 viral formando complexos estaveis,
por expressdo insuficiente da proteina E6, ou por influéncias opostas dominantes levando
sua estabilizacdo, além dos fatores citados acima (WALTS et al, 1993; MILDE-
LANGOSCH et al., 1995; KAGIE et al., 1997a). Entretanto, também sfo observadas lesdes
com infecgdo por HPV e contendo ou no mutagdo, com reacdo negativa para a proteina
p53. A presenga de mutagdio pode nio estar associada & perda da habilidade de degradagéo
da proteina p53 pela oncoproteina viral E6, explicando os casos onde & possivel detectar o
virus ¢ mutagdo, mas a reagdo imuno-histoquimica é negativa (MIWA et al., 1995). Além
disso, as lesdes contendo o virus, porém desprovidas de mutagdes e do acimulo da proteina
p>3, podem ser secundarias & sua degradagdo pela oncoproteina E6 viral (BOSARI &
VIALE, 1995; SLAGLE et al, 1998). O indice de degradagio e estabilizagdo proteica
parece ser, pelo menos em parte, determinado pela seqiiéncia dos aminoacidos da
oncoproteina E6 e conseqiientemente pelo seu grau de afinidade com a p53. A proteina p53
ligada a oncoproteinas virais ou na sua forma mutante funciona como agente supressor

tumoral ineficaz ou como oncogenes (WALTS et al., 1993).

A ndo detecgdo do HPV, da proteina p53 e de mutagiio pode ser decorrente de:

- todos estdo presentes porém, nfo sio detectados através dos métodos utilizados,

eles estdo presentes;

- a inativagdo da p53 pelo E6 contribui para o desenvolvimento neoplasico em
tumores contendo o HPV, mas a proteina p53 ndo é essencial nas lesdes

desprovidas do virus;

- a proteina p53 € inativada outras substancias ainda nio identificadas, que nio a

oncoproteina E6;

- outros alvos do HPV, que nio a p53, estdo envolvidos na iniciagdo da

carcinogénese, como por exemplo o pRB;

- presenca de mutagGes em outros genes que agem como o P53 e resultam em um
efeito fisiologico semelhante, ou em genes nio relacionados ao P53 e levam a um
processo de transformagdo celular qualitativamente distinto da carcinogénese
mediada por HPV (MIWA et al., 1995).
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Embora seja uma técnica pouco sensivel e a avaliagio dos seus resultados
subjetiva, ela permite a localizagdo topografica do sinal positivo, possibilita a correlagdo
entre os seus resultados com a morfologia da lesdo (KOHLBERGER et al., 1998).

A utilizagdo de técnicas de recuperagdo antigénica aumenta a sensibilidade da
reagio imuno-histoquimica, pois permite a maior exposigdo dos antigenos através da
ruptura das ligagdes das proteinas celulares com outras macromoléculas, freqiientemente
induzidas pelo fixador tecidual. Além disso, este método foi recomendado pelo fabricante
das solucdes utilizadas no nosso trabalho (DAKO Corporation). Estudos mostram que a
utilizagdo de altas temperaturas, como, por exemplo, através do forno de microondas, €
mais eficaz do que a digestdo enzimatica, sendo que esta ultima apresenta maior taxa de
resultados falso-negativos (LAMBKIN et al., 1994; RESNICK et al., 1995).

Deve ser ressaltado que a detecgdo da proteina supostamente ndo mutante em
epitélio normal, reacional e em neoplasias benignas, embora geralmente de caréter focal e
com intensidade fraca, observado em diferentes trabalhos empregando esta técnica, sugere
cautela na interpretagdo dos resultados obtidos, pois ndo sabemos ao certo quais sdo 0s
antigenos ou grupos reativos que estao sendo expostos com este método (LAMBKIN et al.,
1994: LINDEN et al., 1995). Assim, é necessario que mais estudos sejam realizados para
uma padronizagdo adequada da metodologia.

Quanto ao tipo de tampéo, ainda ndo existe um consenso na literatura, como ja
previamente discutido na detec¢do do antigeno viral, sendo que TAYLOR et al. (1994)

obtiveram melhores resultados com o tampéo citrato e com o Tris-HCL

Outro problema que afeta a interpretagdo dos resultados é que os anticorpos
disponiveis detectam tanto a proteina mutante como a forma nio mutante (TERVAHAUTA
et al., 1993; WALTS et al., 1993; BOSARI & VIALE, 1995; LINDEN et al., 1995).

A positividade da reagfo ¢ influenciada pelo tipo de anticorpo, os quais
mostram diferentes graus de sensibilidade e especificidade, secundarios a variagdo dos
sitios de ligagio com a proteina p53. Trabalhos mostram melhor correlagdo entre mutag@o
genética e imunorreatividade com os anticorpos monoclonais PAb1801 e com o DO7 da
DAKO Corporation e entre eles, o melhor € o DO7 (HALL & LANE, 1994; LAMBKIN et
al., 1994; BOSARI & VIALE, 1995; LINDEN et al., 1995; RESNICK et al., 1995).
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Além disso, outro fator também importante é a concentragdo do anticorpo
(HALL & LANE, 1994). No nosso trabalho, utilizamos a diluigdo 6tima recomendada pelo
fabricante, isto €, entre 1:50 e 1:100.

Entretanto, convém lembrar que s6 podemos afirmar que a reagdo é positiva
como conseqiiéncia da presenga da proteina p53 mutante, com a utilizagdo de anticorpos
especificos para a forma mutante, atualmente ainda nio disponivel, ou com a técnica do
PCR e seqiienciamento do DNA. Este ultimo € um método dispendioso, trabalhoso e requer
equipamentos sofisticados. Além disso, depende da proporg¢do de proteina mutante e ndo
mutante ¢ do numero de células estromais e inflamatérias presentes no espécime e que
podem interferir no resultado (BOSARI & VIALE, 1995).

A variabilidade dos resultados observada nos diferentes trabalhos também pode
ser secunddria aos critérios utilizados na avaliacdo da positividade das reagdes. Para uma
interpretacdo adequada € necessario que se determine o grau de positividade e a linha de
corte, tendo-se como base a avaliagdo de controles e do tecido normal, sendo que alguns
autores s6 consideram como positivos 0s casos que mostram mais de 10% de células
coradas (HALL & LANE, 1994; BOSARI & VIALE, 1995; LINDEN et al., 1995).

HALL & LANE (1994) afirmam que € necessdrio realizar uma quantificagio
precisa da imunorreatividade, pois o nimero de células coradas ¢ mais significativo do que
a intensidade da colorag¢do por si s6. O numero de células coradas varia entre diferentes
tumores do mesmo tipo histoldgico e entre 4reas distintas na mesma lesfo. Referem
também a existéncia de diferentes padrdes de coloragdo e afirmam que estes fenétipos
distintos possuem importéncia significativa no progndstico Os autores identificaram trés
padrdes de reatividade:

- maioria das células fortemente positivas, freqlientemente associado a presenca de
mutacao;
- poucas c€lulas positivas e de fraca intensidade, relacionada a presenga da proteina

ndo mutante evidenciada através de técnicas das recuperacdo antigénica;

- células isoladas fortemente coradas, provavelmente secundério ao acimulo de
proteina ndo mutante em resposta a erros genéticos espontaneos, 0s quais ocorrem

mais freqiientemente em tecido neoplésico do que em tecido normal.
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Alguns autores questionam se o exame imuno-histoquimico € suficientemente
seguro como marcador para malignidade e mutacdo devido a alta freqiiéncia de casos
falsos-positivos e negativos (WALTS et al., 1993). Entretanto, outros consideram que esta
técnica pode ser util no rastreamento de possiveis mutagdes, embora a interpretagdo dos

resultados deva ser cuidadosa, pois:
- 0s casos negativos ndo excluem a presenga de mutagao;

- acumulo da proteina ndo indica necessariamente mutagdo, devendo ser

confirmado através do seqiienciamento do DNA;

- significado prognostico do actimulo proteico ndo € necessariamente paralelo e ndo
pode ser automaticamente igualado & presenga de mutagdo (BOSARI & VIALE,
1995; LINDEN et al., 1995; VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996).

Em resumo, a detecg@o da proteina p53 pode indicar que ela € mutante ou esta
conjugada a outras proteinas e incapaz de ser degradada pelo sistema de proteases, no qual
estdo envolvidos os produtos génicos do HPV (AKASOFU & ODA, 1995). Nos casos onde
a positividade € focal, também € possivel que ela seja secundéria & expressdo de proteinas
ndao mutantes em células reativas e altamente proliferantes e ndo pela presenga de proteina
anormal estavel (PILOTTI et al., 1993b; ter HARMSEL et al., 1995; SLAGLE et al., 1998).

Empregamos na nossa pesquisa o anticorpo monoclonal DO-7 (Dako, M-7001),
o qual reage com a proteina p53 normal e mutante. Isto explicaria a detec¢do da proteina na
lesdo de condiloma, bem como a intensidade leve da rea¢do presente em todos os casos.
Assim, € possivel que tenhamos identificado a proteina normal em quantidade aumentada e
ndo a forma mutante, hipétese que poderia ser posteriormente verificada em um préximo
trabalho, utilizando-se outras técnicas mais elaboradas e especificas, como por exemplo, o

seqiienciamento do DNA.

O encontro da p53 em 21,1% dos nossos casos de NIV III € baixa. Frente a este
dado, deve ser levado em consideragdo: o tipo de avaliagdo e a graduagdo da reagdo
positiva adotada, a representatividade do material e a sua qualidade, além das influéncias
especificas do método empregado como, por exemplo, o tipo e a concentragdo do anticorpo,

a utilizagdo de técnicas mutagdo genética para a recuperagéo antigénica, etc.
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Embora esta técnica relativamente simples seja uma ferramenta facilitadora nos
estudos do possivel valor deste marcador, ainda tem que ser provada, através de mais
estudos, a sua importancia clinica no diagndstico, na contribui¢do da progressdo do tumor,
na capacidade de predizer a resposta da neoplasia a diferentes formas de tratamento e como
marcador prognéstico. Além disso, é necessério que se investiguem oS mecanismos
responsaveis pelo acimulo proteico em lesGes intraepiteliais neoplasicas no trato genital
feminino inferior e se pode ser ttil em conjunto com a detecgfio do papillomavirus humano
como indicador de progressdo e prognéstico das lesdes displasicas (HALL & LANE, 1994;
TAYLOR et al.,, 1994; VECCHIONE et al., 1994).

1.14. ETIOLOGIA E FATORES DE RISCO

A neoplasia intraepitelial vulvar grau III é uma condi¢do infreqgiiente e
relativamente pouco estudada quando comparada & neoplasia intraepitelial cervical, cuja
incidéncia € dez vezes maior do que a da lesdo vulvar. O aumento na incidéncia das lesdes
de NIV III, particularmente nos grupos etarios mais jovens, leva a alguns questionamentos
(WOODRUFF, 1985; HORDING et al., 1994; KAUFMAN, 1995; HEROD et al., 1996a):

- seria decorrente do uso liberal de biépsias vulvares, com o diagnéstico precoce de

lesbes que anteriormente eram ignoradas ?
- adoenga € atualmente diferente do ponto de vista histopatologico ?

- seria secundério ao surgimento de novos agentes carcinogénicos que até entdo nio eram

conhecidos ?

- existe hoje um maior reconhecimento das doengas virais, como por exemplo 0 HPV?

O significado biol6gico da neoplasia intraepitelial vulvar grau III, a sua origem,
€ 0 seu prognostico ainda néo estdo completamente esclarecidos. Na tentativa de elucidar a
sua etiologia, diversos autores procuraram verificar se os fatores de risco para as lesGes
vulvares eram os mesmos que para a neoplasia cervical. Entretanto, deve-se antes de tudo
enfatizar as diferengas existentes entre as duas regides, embora nio se conheca se estas

exercem alguma influéncia:
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- micro-ambiente heterogéneo, onde o colo uterino esta em contato com O mMuco

cervical e a vulva, com o ambiente externo (PARK et al,, 1991a);

- diferenga biolégica entre o epitélio vulvar, de origem ectodérmica e o da zona de
transformagdo do colo uterino, mesodérmica. Esta desigualdade pode induzir o HPV
a produzir lesdes morfologicamente distintas e com diferentes potenciais evolutivos,
sendo o colo mais susceptivel as alteragdes malignas secundarias as variagdes sitio-
especificas na expressdo dos genes transformadores E6 e E7 (RUEDA-LEVERONE
et al., 1987; BECKMANN et al., 1991; PARK et al., 1991a);

_baixa deteccdo do virus nas lesdes de NIV III em relagdo & neoplasia intraepitelial
cervical, sugerindo que o HPV ndo ¢ cofator essencial pelo menos para uma parcela
das pacientes com NIV III (NUOVO et al., 1991b; TOKI et al., 1991; CRUM, 1992;
MITCHELL et al., 1993; MILDE-LANGOSCH et al., 1995);

-todos os casos de carcinoma invasivo cervical sdo precedidos pela neoplasia
intraepitelial, enquanto que ndo existem evidéncias de lesdo precursora unica no
carcinoma vulvar. NIC III é encontrado adjacente a neoplasia invasora em cerca de
90% dos casos e NIV III, em apenas 20 a 30% (ZAINO, 1987; TOKI et al., 1991;
STURGEON et al., 1992; HORDING et al., 1993, 1994; JONES, 1995);

-0 indice de progressio de NIV III para invasio ¢ menor. Além disso, estd
freqiientemente associado a lesdes multifocais e multicéntricas, apresenta menor
grau de alteragdes coilocitoticas, casos de regressio espontdnea € aparecimento
rapido de lesdes precursoras de alto grau (CRUM et al., 1984; PARK et al., 1991a;
KAUFMAN, 1995).

Virios fatores de risco tém sido estudados, com resultados discordantes entre 0s
diferentes trabalhos, sendo que algumas pacientes compartilham dos mesmos fatores de
risco comportamentais e demograficos com aquelas apresentando neoplasia cervical
(STURGEON et al., 1992; JONES, 1995; EDWARDS et al., 1996; TRIMBLE et al., 1996).
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SHERMAN et al. (1994), GILES & KNEALE (1995), van BEURDEN et al.
(1995, 1998), EDWARDS et al. (1996) e TRIMBLE et al. (1996), encontraram associagdo
significativa com o nimero de parceiros sexuais, histéria de verrugas genitais e fumo,

presentes em cerca de 75% das pacientes.

EDWARDS et al. (1996) e TRIMBLE et al. (1996), notaram risco aumentado
nas mulheres com idade mais jovem da primeira relagdo sexual, histéria de citologia
cérvico-vaginal alterada e de doengas sexualmente transmissiveis, menor numero de

gestagoes e baixo nivel scio-econdmico, embora nio significante a andlise estatistica.

Cerca de 15 a 30% das pacientes apresentam lesGes de condiloma na vulva e
30% tém histéria de doencas sexualmente transmissiveis (BUCKLEY et al, 1984:
POWELL Jr. et al, 1986; BUSCEMA et al, 1988; TWIGGS et al., 1988; JONES &
ROWAN, 1994).

BUCKLEY et al. (1984), SHERMAN et al. (1994) e EDWARDS et al. (1996)
referem que além dos citados acima, outros fatores de risco sdo a idade mais jovem e a
presenca de neoplasia em outros locais do trato genital feminino inferior. A racga ndo estava
associada as lesdes de NIV III.

Outros fatores, porém com resultados inconsistentes na literatura sdo: baixo
nivel sécio-econdmico e educacional, fatores dietéticos, obesidade, diabetes, hipertensio
arterial sistémica, doengas imunossupressoras, doengas inflamatérias e distréficas, idade
mais jovem do primeiro filho, comportamento sexual e histéria reprodutiva, uso de
anticoncepcional oral, consumo de cafeina e fatores ocupacionais (GROSS, 1987; ZAINO,
1987; FU & REAGAN, 1989; BRINTON et al., 1990; CRUM, 1992; MITCHELL et al.,
1993; SCHIFFMAN & BRINTON, 1994: KAUFMAN, 1995). SHERMAN et al. (1994)
ndo encontraram associa¢gdio com fatores reprodutivos e hormonais, endégenos ou

exégenos. O papel das lesdes distroficas j4 foi discutido previamente.

A presenga de regressdo espontinea, de lesdes multifocais e multicéntricas e a
sua ocorréncia em individuos imunodeprimidos, sugerem uma origem infecciosa para a
neoplasia intraepitelial vulvar grau III (BORNSTEIN et al., 1988a; TWIGGS et al., 1988;
HORDING et al., 1991).
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Evidéncias que apontam para o HPV como possivel agente etiolégico das
lesdes de NIV III sio: a presenga de condiloma ou de alteragdes coilocitéticas associadas,
histéria prévia de verrugas genitais em 20-30% dos casos e a detecgdo de particulas ou do
DNA viral nas lesdes (BUSCEMA et al., 1988; TWIGGS et al., 1988; STURGEON et al.,
1992; KAUFMAN, 1995; EDWARDS et al., 1996), sendo que alguns autores afirmam que
a alta freqiiéncia de infecgdo por HPV na populagdo ¢ a responsével direta pelo aumento do
diagnéstico de NIV III, sobretudo nos grupos etarios mais jovens (WOODRUFF, 1985;
RIDLEY, 1994; COSTA et al.,, 1995; KAUFMAN, 1995). O HPV esté associado a NIV em
ampla faixa etéria, sugerindo que o virus possa ter um papel na neoplasia vulvar em
qualquer ponto da vida (HAEFNER et al., 1995). Entretanto, a prevaléncia da infecgdo por
HPV na populagdo ¢ alta, enquanto que a incidéncia das lesdes de NIV III é baixa,
apresentando grande variabilidade na detecgao do virus, indicando assim, a necessidade de
co-fatores adicionais atuantes para que estas lesdes se desenvolvam (RIDLEY, 1994;
COSTA et al., 1995).

Os diferentes perfis clinicos, morfolégicos € virais observados nas pacientes
com NIV III parecem indicar que esta entidade est4 representada por um grupo heterogéneo
de lesdes com etiologias distintas. Em pacientes mais jovens seria secundaria a um agente
carcinogénico comum, COmMO Ppor exemplo, o HPV e nos grupos etarios mais idosos,
oriundos de alteracdes especificas na regido vulvar. As lesdes de NIV 1II podem ocorrer
sozinhas, associadas ao HPV, ou a alteragbes distroficas e inflamatérias, sendo que quando
associado ao HPV representaria uma entidade distinta (BORNSTEIN et al., 1988a; PARK
et al, 1991a; COSTA et al, 1995; HAEFNER et al., 1995; JONES, 1995; ITALIAN
STUDY GROUP ON VULVAR DISEASE, 1996).

Em resumo, no nosso trabalho podemos notar a ampla faixa etdria das
pacientes apresentando neoplasia intraepitelial vulvar grau III, entre 15 e 82 anos, sendo
que 29,7% tinham mais de 60 anos. Lesdes multicéntricas estavam presentes em 36,8% dos
casos e multifocais em 72,2%. A variante histologica predominante foi a bowendide
(92.1%). A alteragdo epitelial adjacente mais freqiiente foi o condiloma, em 45,7% das
lesdes. A imunodetecgdo da p53 foi observada em 21,1%. O DNA ou o antigeno do HPV
foi detectado em 57,9% dos casos e estava associado apenas a variavel idade, com
freqiiéncia maior nos grupos etarios mais jovens (40,8 x 57,3 anos). Os outros parametros
analisados ndo foram significantes.
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Assim, encontramos uma alta incidéncia do papilomavirus humano nas lesdes
de NIV III, sobretudo em pacientes mais jovens, semelhante aos dados da literatura, mesmo
com a utilizagdo de técnicas menos sensiveis para a detec¢éo do virus quando comparadas

com os métodos de Southern blot e com a reagéo em cadeia da polimerase.

No nosso trabalho, o unico fator de risco significante relacionado a infecgdo por
HPV foi a idade mais jovem das pacientes. Parece-nos que o HPV esta relacionado a
patogénese da NIV III. Embora associado a mulheres mais jovens, a presenca do virus em
ampla faixa etéria, identificado em 18,2% das pacientes com mais de 60 anos, indica que o
virus pode ser o agente causal em todas as idades, pelo menos em uma minoria dos casos.
Ao nosso ver, as lesdes distréficas ndo estdo envolvidas na sua etiopatogenia e os casos
associados a hiperplasia escamosa, podem perfeitamente corresponder a uma resposta

nespecifica do epitélio a estimulos irritativos ou infecciosos.

A incidéncia da neoplasia intraepitelial vulvar grau III ¢ baixa. Assim, o
rastreamento de toda a populagio se torna muito dispendioso, sendo necessario definir e
estabelecer quais os critérios que devem ser utilizados para a sua detecgdo. Em
conseqiéncia da sua alta associagdo com o HPV e lesdes multicéntricas, talvez esta seja a
populagéo alvo ideal (EDWARDS et al., 1996).

Convém ressaltar a importdncia de adquirirmos um conhecimento mais
profundo destas lesées. Em decorréncia da heterogeneidade clinica e sintomatolégica e das
dificuldades de tratamento, é mandatéria a realizagio de bidpsias de qualquer alteracdo no
epitélio da regido vulvar para que se obtenha um diagnéstico correto e precoce, além de ser
necessario o desenvolvimento de estratégias efetivas para a identificagdo e combate destas
lesbes cuja freqiiéncia tem aumentado. A detec¢do precoce permite que se efetue um
tratamento menos agressivo, com indices mais baixos de morbidade e de mutilagdes,

causando assim um menor nivel de impacto psicol6 gico traumatico nestas pacientes.

A presenca de lesdes multifocais e recorréncias freqiientes, o baixo indice de
progressdo para invasdo, as dificuldades de tratamento e a alta prevaléncia do HPV, fazem
destas pacientes boas candidatas para se beneficiarem da utilizagdo de vacinas terapéuticas,
embora este tipo de tratamento ainda ndo esteja disponivel (van BEURDEN et al., 1995;
SONNEX, 1998).
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Deve-se efetuar um seguimento prolongado destas pacientes com a realizagao
de exames fisicos periédicos devido a alta freqiiéncia de multifocalidade, ao aparecimento
de novas lesdes ou de recorréncias e da possibilidade, embora pouco usual, de se
desenvolver neoplasia invasora (WOODRUFF, 1991). O conhecimento da sua histéria
natural é incompleto, secundario a0 pequeno namero de pacientes com esta doenga € com
seguimento limitado, sendo necessario que mais trabalhos sejam realizados, observando-se

cuidadosamente os aspectos histopatologicos e virold gicos em estudos prospectivos.

Marcadores gendmicos de risco para o desenvolvimento de NIV III ainda nio
foram estudados, assim como também nao se identificaram alteragdes genéticas especificas
para estas lesdes. Além disso, ndo foram pesquisados marcadores da proliferagdo celular,
que poderiam predizer o seu comportamento. Estudos com marcadores da diferenciagdo
celular, como a tenascina e queratinas, mostraram diferentes padroes de expressdo de
acordo com o grau de displasia. Entretanto, ainda ndo foram isolados marcadores
associados & progressdo e recorréncia destas lesdes (EDWARDS et al., 1996).

Embora tenha sido observado o aumento no diagnstico das lesdes de NIV III,
a incidéncia do carcinoma invasivo permaneceu estavel. Entre as explicagdes possiveis para

este fendmeno estdo:
- NIV III apresenta baixo potencial de invasao;

- o diagnéstico e tratamento precoce das lesdes de NIV III preveniriam o

desenvolvimento do carcinoma invasivo;

- as mulheres pertencentes a fase da revolugdo sexual ainda ndo sd0

suficientemente idosas para desenvolver carcinoma invasivo;

- ambas possuem etiologias distintas, sendo que em mulheres idosas o carcinoma
invasivo nfo é precedido de neoplasia intraepitelial vulvar e ndo esta associado ao
papilomavirus humano, mas sim, relacionado a desordens epiteliais nao
neoplasicas (HOMESLEY, 1995; HORDING et al., 1993, 1995; KAUFMAN,
1995).

Entretanto, tudo isto € hipotético até o momento, necessitando de comprovagao

cientifica.
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1.15. HISTORIA NATURAL

Por ser uma condi¢do infreqiente, a histéria natural da neoplasia intraepitelial
vulvar € incerta e pouco conhecida. Sio poucos os trabalhos prospectivos que avaliam a
progressdo das neoplasias intraepiteliais de baixo para alto grau e neoplasia invasora e
geralmente, com uma Péquena amostragem de pacientes e um tempo de seguimento muito
curto (CRUM et al., 1984, CRUM, 1992; KAUFMAN, 1995; HEROD et al., 1996a).

Parece que a histéria natural e o potencial de invasio das lesdes de NIV III sio
diferentes das neoplasias intraepiteliais cervicais grau III. Seria a regifio vulvar mais
resistente ou a zona de transformagdo do colo uterino mais susceptivel a infeccdo por
papilomavirus humanos potencialmente oncogénicos? (van BEURDEN et al., 1995;
MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997).

Embora a regressdo espontanea seja pouco fregiiente, ela ocorre principalmente
em pacientes mais jovens contendo lesGes multicéntricas e em gestantes (BUCKLEY et al.,
1984; CRUM & BURKETT, 1989; PARK et al., 1991a). Esta observagio levou PARK et
al. (1991a) a questionarem se o NIV III seria realmente uma neoplasia verdadeira, ou se

representaria apenas uma resposta proliferativa do epitélio vulvar 2 infecgéio viral.

Analises histologicas provenientes de ressecgOes de lesdes de NIV III
identificaram dreas de invasio estromal em dois a 18,8% dos casos (POWELL Jr. et al.,
1986; CRUM & BURKETT, 1989; HORDING et al., 1991, 1995; van BEURDEN et al.,
1995). HORDING et al. (1995) observaram que dentre as 12 pacientes contendo neoplasia
invasora associada, nove (75,0%) apresentavam profundidade de invasio inferior a dois
milimetros.

Os trabalhos da literatura enfatizam que o indice de progressio ¢ baixo,
variando entre zero e 21%, sendo que na maioria dos estudos com pacientes previamente
tratadas esta taxa situa-se ao redor de 10% (CRUM et al, 1984; CRUM & BURKETT,
1989; CRUM, 1992; HORDING et al., 1995;: HEROD et al., 1996a; JUNGE et al., 1997).
JONES & ROWAN (1994), estudando 113 lesdes de NIV IIT observaram que 9,7% dos
casos evoluiram para invasdo, predominantemente no grupo ndo tratado onde sete de oito

(87,5%) progrediram, contra apenas 3,8% no grupo submetido a tratamento.
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Virios fatores influenciam o desenvolvimento de lesdo invasora, entre eles: a
idade, o tempo de duragdo da lesdo, a presenca € O tipo especifico do HPV, a variante
histolégica, o método de tratamento, O estado imune da paciente, a ploidia da lesdo, a
presenca de doengas inflamatérias e distréficas associadas, o fumo e a presenga de lesdes
multifocais e multicéntricas (BUCKLEY et al., 1984; CRUM et al,, 1984; POWELL Jr. et
al., 1986; JONES et al., 1990; WOODRUFF, 1991; BARBERO et al., 1993; JONES &
ROWAN, 1994; RIDLEY, 1994; JUNGE et al., 1997). A maioria dos trabalhos aponta
como fatores predisponentes mais importantes: pacientes de grupo etario mais idoso,
geralmente pos-menopausadas, € a imunodepressdo, sendo assim necessario um seguimento
rigoroso neste grupo de mulheres (BUCKLEY et al., 1984; POWELL lJr. et al., 1986;
CRUM, 1987, 1992; ZAINO, 1987; CRUM & BURKETT, 1989; BARBERO et al., 1990;
WOODRUFF, 1991). Entretanto, JONES & ROWAN (1994) e HORDING et al. (1995)
ndio encontraram diferenca significativa entre as idades médias e o estado de saude das

pacientes contendo ou nao neoplasia invasora associada a NIV.

Por que as lesdes de NIV III evoluem para neoplasia invasora com maior
freqiiéncia no grupo de pacientes mais idosas? Seriam as mulheres mais jovens
biolégicamente distintas das mais velhas, com maior resisténcia imunolégica? Ou a idade

por si sé tem um papel no desenvolvimento do cancer?

O papel das variantes histologicas e das doengas inflamatérias e distroficas na
evolugio da NIV III € incerto. POWELL Jr. et al. (1986) observaram que 75% das
pacientes contendo areas de invasdo apresentavam a variante histolégica basaléide e todas
as lesdes eram multifocais. HAEFNER et al. (1995) encontraram forte associag@o entre o
padrio diferenciado de NIV III com a presenca de liquen escleroso e de carcinoma
invasivo. Entretanto, HORDING et al. (1995) ndo encontraram relagio com um tipo
histologico especifico. Além disso, estes dltimos autores identificaram neoplasia invasora
em 16% das pacientes contendo NIV III e nenhuma delas, com ou sem invasao, tinha lesdo

distrofica associada.

Parece que a invasdo ocorre mais raramente nas lesdes contendo o
papilomavirus humano (WOODRUFF, 1991; RIDLEY, 1994), embora HORDING et al.

(1995) ndo tenham encontrado associagdo com a presenga € com o tipo de HPV.
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WOODRUFF (1985) ¢ JONES & ROWAN (1994) referem que as lesdes
localizadas no meato uretral e na regido perianal sd0 as que possuem maior potencial de
invasdo.

Apesar de 92 a 100% das lesdes de NIV III serem aneupléides, ndo se sabe
porque algumas regridem e raras progridem para invasdo (FU et al., 1981; BUCKLEY et
al., 1984; POWELL Jr. et al., 1986). FU et al. (1981) observaram que 69% das lesdes de
NIV III apresentavam alta ploidia e quando associadas & neoplasia invasora, 82% tinha
ploidia baixa, sugerindo que certas caracteristicas citogenéticas, como por exemplo, a baixa
ploidia, estdo relacionadas a propencdo da neoplasia intraepitelial de se tornar invasora. O
encontro de NIV com baixa ploidia adjacente a 4area de invasdo pode indicar que estas
lesSes possuem maior potencial de se tornarem invasoras, ou que a redugio do contetido de

DNA nuclear ocorre posteriormente 3 invasgo.

O tempo de evolugdo varia entre dois e 25 anos (BARBERO et al., 1990; TOKI
et al, 1991; JONES & ROWAN, 1994). CRUM et al. (1984) referem que 80% dos casos
progridem em trés anos. Este intervalo pequeno em contraste com a diferenga de 20 a 30
anos entre as idades médias das pacientes apresentando lesdes de NIV III e de carcinoma
invasivo, ndo d4 suporte a hipétese de que a sua evolugdo para neoplasia invasora
Tepresente apenas um intervalo de progressio lenta (PARK et al., 1991a; TOKI et al., 1991;
STURGEON et al., 1992; JONES & ROWAN , 1994),

E necessério ser cuidadoso frente as pacientes com lesdes de NIV III, pois a sua
histéria natural ndo ¢ completamente conhecida, os sintomas desta doenga sdo muitas vezes
discretos e inespecificos ou ausentes, existe a possibilidade de apresentar doenga residual e
porque a vulva permanece como uma regido de risco em todas as mulheres contendo

neoplasia em outros locais do trato genital feminino inferior (JONES, 1995).

O baixo indice de progressdo da neoplasia intraepitelial vulvar nio traduz
verdadeiramente a histéria natural destas lesdes, pois a maioria das pacientes & tratada,
alterando assim o curso natural da doenca e conseqgiientemente, os resultados dos diferentes
estudos refletem na verdade a evolugdo do tratamento e ndo a sua histéria natural (JONES
& ROWAN, 1994; JONES, 1995; HEROD et al, 1996a). Sdo poucos os trabalhos
prospectivos em mulheres ndo submetidas a tratamento e a resposta final sobre a sua

histéria natural somente poderi ser encontrada apos a realizagdo de estudos adicionais
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contendo um numero suficiente de pacientes ndo tratadas e observadas durante longos
periodos, de preferéncia por mais de cinco anos (JONES, 1995; EDWARDS et al., 1996;
HEROD et al., 1996a).

Em nossa analise das lesdes de NIV III, ndo incluimos os casos que
apresentavam neoplasia invasora associada, ou aqueles que desenvolveram invasdo
posteriormente. Na sua ocorréncia eventual, estas pacientes foram catalogadas nos grupos
pertinentes, como carcinoma superficialmente invasivo ou carcinoma invasivo, de acordo
com a profundidade de invasdo estromal e com 0s critérios previamente descritos na

casuistica e métodos e serdo posteriormente discutidos.
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2. CARCINOMA ESCAMOSO SUPERFICIALMENTE INVASIVO

Os trabalhos de carcinoma vulvar superficialmente invasivo sio escassos na
literatura, freqiientemente com pequeno nimero de casos, ou apenas relatos de casos
isolados e muitos incluindo neste grupo lesdes com até cinco milimetros de invasio
estromal. Assim, enfrentamos certa dificuldade em analisar estes textos e compars-los com
0s nossos achados, embora também tenhamos plena consciéncia do nimero limitado dos

NOSS0S casos.

Considerando o conceito atual do carcinoma superficialmente invasivo, isto é,
com profundidade de invasdo até um milimetro e nfo incluindo aqueles com relato de caso
Unico, identificamos na revisdo da literatura apenas sete trabalhos onde BUSCEMA,
STERN, WOODRUFF (1981), HUSSEINZADEH et al. (1991), PILOTTI et al. (1995), van
der VELDEN et al. (1996) e KAGIE et al. (1997c¢), estudaram entre cinco a oito pacientes e
KELLEY III et al. (1992) e HEROD et al. (1996b), respectivamente, 24 e 26 casos.

E uma neoplasia rara, onde van der VELDEN et al. (1996) encontraram uma
incidéncia de 4,3% dentre os carcinomas invasivos e KAGIE et al. (1997¢), 8%. Na revisio
dos arquivos do departamento dos Gltimos tréze anos, encontramos nove casos, com média
de 0,7 casos por ano, indice semelhante a0 de van der VELDEN et al. ( 1996). No trabalho
de KELLEY III et al. (1992), a incidéncia foi de um caso por ano € no de HEROD et al.
(1996b) 1,7, confirmando portanto, a sua raridade.

A idade das pacientes variou entre 37 e 88 anos, com media de 57,9, proxima
aos valores encontrados por KELLEY III et al. (1992), que foi de 60 anos, embora a idade
média no trabalho de van der VELDEN et al. (1996) tenha sido menor, 45 anos, assim
como no de HEROD et al. (1996b) com média de 36 anos e pico na quarta década.

Identificamos 55,6% de lesdes multifocais e igual valor para as lesdes
multicéntricas, em concordincia com os trabalhos de KELLEY III et al. (1992) e HEROD
et al. (1996a, 1996b), cuja incidéncia foi de 50%.
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A neoplasia intraepitelial vulvar grau III, em especial as variantes bowenoide e
basaléide, esta freglientemente associada ao carcinoma superficialmente invasivo, presente
em todos os casos analisados por PILOTTI et al. (1984) e HEROD et al. (1996b). CHOO
(1982) identificou NIV III em 87,5%, KELLEY III et al. (1992) em 62,5% e nds, em 88,9%

dos espécimes.

A sua relagio com as lesdes distroficas € incerta, porém, parece Ser menos
freqiiente do que no carcinoma invasivo, sendo que CHOO (1982) observou a preseng¢a de

liquen escleroso em apenas um ¢aso (3,3%) e HORDING et al. (1995) em nenhum.

A detecgio do HPV € alta, presente em todos os casos de PILOTTI et al. (1995)
e em 83% no de PILOTTI et al. (1989), sendo que em nosso estudo encontramos uma
positividade mais baixa, em apenas 33.3% dos espécimes. Entretanto, devemos chamar a
atencdo de que estes autores incluiram neste mesmo grupo também as pacientes com
apenas lesdes NIV III. Além disso, 20% dos nossos casos estavam representados apenas

por biépsias, fornecendo assim, uma amostragem pequena para uma analise adequada.

Embora a idade média dos nossos casos fosse de 46 anos no grupo contendo o
virus e 63,8 para o grupo negativo, esta diferenca, assim como OS OUtros parametros
analisados ndo foram significativos e interpretamos como resultante do pequeno nimero de

pacientes.

Poucos sio os estudos visando a etiopatogenia do carcinoma superficialmente
invasivo, cuja origem ainda é incerta. Os aspectos mais estudados e ja previamente

discutidos no capitulo anterior das lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau sao:

-origem viral, por papilomavirus humanos, com evolugdo da infecgao para NIV III e
progressdo subseqiiente para neoplasia invasora, sobretudo nas pacientes mais idosas

¢/ou imunodeprimidas e;

-doengas inflamatérias cronicas e distréficas vulvares.

Na maioria dos trabalhos o foco de atengdo tem sido a historia natural da
doenca, atualmente ainda pouco compreendida, visando um tratamento menos agressivo €

mutilante naquelas pacientes com baixo risco para desenvolver metastases ganglionares.
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Embora anteriormente fosse acreditado que estas lesdes nfo apresentavam
metastases (HACKER et al., 1984; RUEDA et al., 1994b), trabalhos isolados descrevem a
sua ocorréncia, com risco de 1% (HICKS, HEMPLING, PIVER, 1993; CAVANAGH &
HOFFMAN, 1996). SEDLIS et al. (1987) e HICKS et al. (1993) observaram casos com
profundidade de invasiio menor do que um milimetro, com met4stases ganglionares, mesmo
na auséncia de invasio vascular. KELLEY III et al. (1992) relatam a presenga de neoplasia
metastdtica em uma paciente tratada com linfadenectomia inguinal unilateral negativa e
aventam a possibilidade da existéncia de metastases ocultas. No nosso trabalho ndo havia

metastases nos cinco casos onde foi realizada a linfadenectomia.

A rara presenca de metatases levou 3 pesquisa de fatores que pudessem predizer

0 comportamento biolégico da neoplasia, com resultados contraditorios.

HOMESLEY (1995) e CAVANAGH & HOFFMAN (1996) acham que as
pacientes com baixo risco de metéastases sdo aquelas que apresentam lesSes bem
diferenciadas, com bordos compressivos e nio confluentes, desprovidas de invasio angio-
linfatica e aconselham a linfadenectomia nas neoplasias pouco diferenciadas, confluentes,

com focos multiplos de invasio, invasio angio-linfatica e com linfonodos suspeitos.

Outros pardmetros também considerados por alguns autores sdo: o tamanho da
lesdo, a presenga de neoplasia intraepitelial vulvar associada e o volume do tumor
(WILKINSON, 1985; KELLEY III et al., 1992). WILKINSON (1985) e CAVANAGH &
HOFFMAN (1996) referem que lesdes aneuplbides aumentam o risco de metastases e

sugerem que nestes casos seja realizada a linfadenectomia.

Encontramos apenas um trabalho na literatura com pesquisa da proteina p53 em
carcinoma vulvar superficialmente invasivo, com resultado negativo nos seis casos
estudados (PILOTTI et al., 1995). Identificamos reagdo positiva em 66,7%, dois tercos de

grau leve.

Até o momento, ainda nio foram identificadas as caracteristicas clinico-
patolégicas capazes de predizer o comportamento biolégico desta neoplasia e assim indicar
o método terapéutico mais adequado a ser utilizado, sendo que a maioria dos autores ainda
considera como tratamento de escolha a excisio ampla da lesdo sem a realizagdo da

linfadenectomia, com acompanhamento subseqiiente das pacientes e avaliagdo histologica
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pormenorizada do espécime ressecado (THOMAS et al, 1991; WILKINSON, 1991;
KELLEY III et al., 1992; ACOG, 1994; HOMESLEY, 1995). Entretanto, MALFETANO et
al. (1985) acham que a ressecgdo ganglionar € necessaria, pois mesmo neste grupo, existe
12% de risco para metastases, devendo ser unilateral ou bilateral, dependendo da
localizagdo da lesdo.

Existem ainda muitas questdes a serem respondidas, sendo necessarios estudos
prospectivos multicéntricos na tentativa de se coletar um maior nimero de casos possivels,
com seguimento das pacientes por mais de cinco anos, no intuito de se obter respostas
satisfatorias desta entidade tdo pouco conhecida (HICKS et al., 1993; HEROD et al.,
1996b).

Enquanto isto, ¢ imperativo que Os Jaudos anatomopatologicos sejam
elaborados da maneira mais completa possivel e devem incluir: a profundidade de invasdo e
espessura do tumor com identificagdo do método de medigfo utilizado, o grau histolégico e
padrio de infiltragdo da neoplasia, a presenca de envolvimento vésculo-linfitico, o
didmetro macro e microscopico do tumor, a sua localizagdo, 0 estado da margem e a sua
menor medida (WILKINSON, 1991; HOMESLEY, 1995).

Sabemos que Nossos ¢asos S0 poucos € nao passiveis de uma anélise estatistica
adequada. Entretanto, a nossa inten¢io foi a de contribuir e adicionar mais alguns casos
para um estudo multicéntrico, além de tentar verificar de qual grupo o carcinoma
superficialmente invasivo se aproxima mais, se das lesdes de NIV III ou do carcinoma

invasivo, analise que sera realizada mais adiante.
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3. CARCINOMA ESCAMOSO INVASIVO DA VULVA

O carcinoma da vulva é uma doenga incomum, oito a dez vezes menos
freqliente do que o carcinoma invasivo cervical, representando cerca de 3 a 5% das
neoplasias malignas do trato genital feminino (ANDERSEN et al., 1991; BECKMANN et
al, 1991; CRUM, 1992; ACOG, 1994; COSTA et al., 1995; GILES & KNEALE, 1995:
MONK et al,, 1995; EDWARDS et al., 1996: CREASMAN, PHILLIPS, MENCK, 1997;
ROSEN & MALMSTROM, 1997; PIURA et al., 1998). Entretanto, a sua incidéncia varia
entre os diferentes paises, sendo maior nos menos desenvolvidos, como na América Latina
e Asia. Nos Estados Unidos da América, acomete entre 1 a 2 por 100.000 mulheres
(MABUCHI, BROSS, KESSLER, 1985; BRINTON et al, 1990; STURGEON et al., 1992:
MITCHELL et al., 1993; GILES & KNEALE, 1995; HOMESLEY, 1995; EDWARDS et
al., 1996; FRANCO, 1996; CARLSON et al., 1998; PIURA et al., 1998), com notifica¢do
de 4.000 casos novos por ano (KIRSCHNER et al., 1995). No Brasil, esta taxa ¢ de 2,1 em
Goidnia e 3,1 por 100.000 mulheres em Porto Alegre (GILES & KNEALE, 1995). Em um
levantamento do Ministério da Satide, realizado entre 1981 e 1985, foram identificados no
Brasil 2.451 casos de carcinoma vulvar, sendo que este baixo indice talvez se deva a uma
deficiéncia nos sistemas de registro ou a sub-notificacdo dos casos (HOTTA,
GONCALVES, LATORRE, 1994).

Na literatura a média de casos analisados por ano ¢ de 6,8, variando entre 1.1 a
15,3 entre os diferentes trabalhos (Tabela 32). A maior amostra foi a de CREASMAN et al.
(1997) e os seus dados foram coletados a partir da base de dados do Registro Nacional do
Céncer em 1147 hospitais, com uma média de 388 casos por ano, em um periodo de quatro
anos. No nosso estudo, levantamos 129 casos entre os anos de 1983 e 1995, com média de
9.9 casos/ano, valor préximo aos encontrados por HOPKINS et al. (1991), WOODRUFF
(1991), LINGARD et al. (1992), MONK et al. (1995) e TRIBBIA et al. (1995).
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TABELA 32

Relagio do nimero de casos de carcinoma escamoso invasivo da vulvae o periodo
levantado em diferentes trabalhos da literatura

- Total de casos Periodo levantado Média do nimero de casos
coletados (em anos) levantados por ano

HACKER et al., 1984 177 24 71
HOPKINS et al., 1991 172 14 12,3
HPZRDING et al., 1991 24 4 6
WOODRUFF, 1991 21 2 10,5
LINGARD et al., 1992 99 10 9,9
HZRDING et al., 1994 78 21 37
HOTTA etal., 1994* 15 12 1.4
RUEDA et al., 1994a 64 21 3
SHERMAN et al., 1994 81 12 6,7
MESSING & GALLUP, 1995 80 15 53
MILDE-LANGOSCH et al., 1995 40 9 44
MONK et al., 1995 11 12 9,2
TRIBBIA et al., 1995 37 4 9.2
van der VELDEN et al., 1996 138 9 15,3
CREASMAN et al., 1997 1553 4 388
[WASAWA et al., 1997 74 20 37
JONES et al., 1997 115 15 7.7
KAGIE et al., 1997a 66 10 6,6
McCONNELL et al., 1997 121 21 5,8
CARLSON et al., 1998 60 16 37
PIURA et al., 1998 61 36 1,7
PINTO, 1999** 184 18 10,2

* Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sao Paulo, Brasil
* Hospital do Cancer, Fundagao Antonio Prudente, Sao Paulo, Brasil

Ocorre predominantemente em mulheres mais idosas, geralmente pos-
menopausadas, com um aumento continuo da sua incidéncia com a progressdo da idade,
sendo dez vezes maior (20 por 100.000 mulheres) ap6s os 75 anos, em contraste com 0O
carcinoma cervical, onde existe um platd ao redor dos 50-69 anos e declinio ap6s esta
idade, talvez secundario 4 menor atividade sexual desta faixa etaria (MENCZER et al,
1982: MABUCHI et al., 1985; CRUM, 1992; HIETANEN et al., 1995b).

Enquanto CREASMAN et al. (1997) relatam um aumento do numero de casos
de carcinoma invasivo vulvar diagnosticados nas duas ultimas décadas, outros ndo
observaram esta diferenga (STURGEON et al., 1992; HORDING et al., 1994; FRANCO,
1996; ROSEN & MALMSTROM, 1997). No nosso trabalho, 39,5% foram diagnosticados
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na década de 80 e 60,5% na década de 90. Entretanto, € possivel que no futuro haja um
incremento na incidéncia destas lesges por aumento da expectativa de vida da populacgdo
frente & observagdo de que esta aumenta em fungdo direta com a idade mais avangada
(MENCZER et al., 1982; MABUCHI et al., 1985; IACOBELLIS, MANZIONE, LOMEO,
1990; CRUM, 1992; HIETANEN et al., 1995b).

Apesar de ser uma doenga de mulheres mais velhas, ela pode ocorrer também
em grupos etarios mais jovens, sendo que alguns trabalhos demonstraram nos tltimos anos
um aumento da sua incidéncia neste grupo (ANDERSEN et al, 1991; MESSING &
GALLUP, 1995; JONES, BARANYAI, STABLES, 1997), embora isto ndo tenha sido
comprovado em outros (HORDING et al, 1994; van der VELDEN et al., 1996;
CREASMAN et al., 1997).

Por ser uma lesdo pouco freqiiente, s3o poucos os trabalhos com grandes
amostras de pacientes, favorecendo o conhecimento mais profundo desta entidade a poucos
centros do mundo (CREASMAN et al,, 1997; PIURA et al, 1998). As intimeras
contradi¢des entre os diferentes estudos sdo pelo menos em parte secundarias i pequena
amostragem de pacientes analisadas.

3.1. DISTRIBUIGAO ETARIA

A idade do nosso grupo de estudo variou entre 34 e 89 anos, com média de 67,8
anos, sendo que 3,6% das pacientes tinham 40 anos ou menos, 7,3% entre 41 e 50, 12,7%
entre 51 e 60 e 76,4% mais de 61 anos, com pico de incidéncia entre a sétima e oitava
década, em concordincia com a maioria dos trabalhos (HORDING et al., 1993; MILDE-
LANGOSCH et al., 1995; CREASMAN et al., 1997; JONES et al., 1997; PINTO, 1999).
Na literatura, a idade varia entre 18 e 105 anos, com meédia de 56 a 75,6 anos (IVERSEN,
ABELER, AALDERS, 1981; MENCZER et al., 1982; HACKER et al., 1984; BUSCEMA
et al, 1988; ANDERSEN et al., 1991: PRETI et al., 1993; HORDING et al., 1994;
[WASAWA et al, 1997; ROSEN & MALMSTROM, 1997), embora a maioria situa-se
entre 66 e 68 anos (IACOBELLIS et al., 1990; TOKI et al., 1991; MILDE-LANGOSCH et
al., 1995; JONES et al., 1997; PIURA et al., 1998). Em um estudo brasileiro realizado com
15 pacientes do Hospital Beneficéncia Portuguesa de Séo Paulo, a idade variou de 43 a 74
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anos, com média de 62,2 anos (HOTTA et al, 1994). Outro, realizado no Hospital do
Cancer de Sdo Paulo, mostrou idade variando entre 28 e 91 anos € média de 65,7 anos -

(PINTO, 1999).

O carcinoma invasivo vulvar € raro em pacientes abaixo de 30 anos, embora
existam casos relatados, com uma fregiiéncia de cerca de 1% (NILSSON et al, 1990;
CREASMAN et al., 1997). No estudo de CHOO (1982), 56,7% das pacientes tinham
menos de 35 anos e destas, 47% apresentavam profundidade de invasdo menor do que

cinco milimetros.

Na literatura ha cerca de 21 casos identificados em mulheres abaixo dos 20
anos (NILSSON et al., 1990), sendo o caso mais novo relatado por CHOO (1982), em uma
jovem de 14 anos. NILSSON et al. (1990) descrevem um €aso em uma paciente de 16 anos,
a qual ndo apresentava nenhum fator de risco e cuja neoplasia comportou-se de maneira

agressiva.

A incidéncia de carcinoma invasivo vulvar em pacientes com idade inferior a
40 anos varia entre dois e 15%, com média de 8.8%. Mais de 75% delas tem mais de 60
anos (WOODRUFF, 1991; HOMESLEY, 1995; IWASAWA et al.,, 1997; JONES et al,
1997: PIURA et al,, 1998; PINTO, 1999), em concordancia com OS NOSSOS achados.

Embora EDWARDS et al. (1996) e JONES et al. (1997) tenham observado um
aumento na incidéncia de carcinoma invasivo vulvar nas duas dltimas décadas, HORDING

et al. (1994), assim como nos, nfo confirmaram estes achados.

3 2. ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES

As lesdes apresentam aspecto variado, desde alteragdes da pigmentacao
cutinea, até massas infiltrativas e/ou exofiticas, ulceradas ou ndo. A incidéncia destes
achados ¢é heterogénea (BUSCEMA et al., 1981; CHOO, 1982; ACOG, 1994,
HOMESLEY, 1995; EDWARDS et al., 1996). No nosso estudo, 92,7% das lesdes eram
predominantemente exofiticas, com didmetro médio de 3,9 centimetros, em concordancia
com os achados de KIRSCHNER et al. (1995) e PIURA et al. (1998).
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33.LOCALIZAGAO DAS LESOES

A semelhanga dos trabalhos de HOPKINS et al. (1991) e PIURA et al. (1998),
32,7% das lesdes eram bilaterais e 54,5% unilaterais, com distribuicdo semelhante em
ambos os lados da vulva. Ao contrario de BUSCEMA et al. (1981), os quais observaram
que 34,5% estavam localizadas na regido central, no nosso estudo isto ocorreu em apenas

12,7% dos casos.

Os pequenos labios foram os mais freqlientemente envolvidos, seguidos pelos
grandes labios e clitéris, em 46,8%, 29% e 18,5%, respectivamente, & semelhanga dos
achados de HOTTA et al. (1994), TRIBBIA et al. (1995) e CARLSON et al. (1998) e
diferente dos trabalhos de HOPKINS et al. (1991), ACOG (1994) ¢ EDWARDS et al.

(1996), onde o maior niimero de casos estavam localizados nos grandes labios.

O clitoris estava envolvido em 41.8% dos casos, sendo de forma isolada em
apenas 9,1% das pacientes, enquanto na literatura este indice situa-se entre 20% e 39%
(TIACOBELLIS et al., 1990; HOPKINS et al., 1991; HOTTA et al., 1994; KIRSCHNER et
al., 1995; CARLSON et al., 1998; PIURA et al., 1998; PINTO, 1999).

Menos freqiiente € o envolvimento do perineo, presente nos diferentes trabalhos
em cerca de sete a 17% dos casos € no nosso estudo, em 5,4%. Mais raramente ocorre
extensao para a vagina, uretra, regifo perianal e anal, além de lesGes extensas envolvendo
toda a vulva (BUSCEMA et al., 1981; HACKER et al., 1984; HOPKINS et al., 1991;
HOTTA et al., 1994; KIRSCHNER et al., 1995; CAVANAGH & HOFFMAN, 1996).

Deve ser lembrado que o diagnéstico tardio favorece a disseminagdo da doenca

€ nem sempre € possivel estabelecer com precisdo o local exato de origem da neoplasia.

3 4. FOCALIDADE DAS LESOES

A maioria das lesdes era unifocal e apenas 23,6% multifocais. Na literatura o
indice de multifocalidade estéd entre 0-30% (IVERSEN et al., 1981; HACKER et al., 1984;
TIACOBELLIS et al., 1990; HUSSEINZADEH et al., 1991; ACOG, 1994; HOMESLEY,
1995; CAVANAGH & HOFFMAN, 1996), em concordancia com 0 nosso estudo.
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3.5. METASTASES GANGLIONARES

No nosso trabalho, 56,8% das pacientes que foram submetidas a
linfadenectomia apresentavam metastases ganglionares. Na literatura, este indice varia
entre 12,5 a 50% dos casos, com média de 30% nos linfonodos inguinais e 5% nos
pélvicos. Cerca de 20 a 30% das pacientes sem linfonodos clinicamente suspeitos possuem
metastases ganglionares (DONALDSON et al., 1981; HOFFMAN, KUMAR, MORLEY,
1983; SEDLIS et al., 1987; HOPKINS et al., 1991; THOMAS et al., 1991; PRETI et al,
1993: ACOG, 1994; RUEDA et al., 1994b; KIRSCHNER et al, 1995; MILDE-
LANGOSCH et al., 1995; CREASMAN et al., 1997; KAGIE et al, 1997b, 1997c;
McCONNELL et al., 1997; CARLSON et al., 1998; PIURA et al., 1998).

Embora os nossos achados tenham sido proximos aos encontrados por alguns
autores (PRETI et al., 1993; CARLSON et al., 1998; PINTO, 1999), a nossa incidéncia de
metéstases ganglionares foi maior do que a média relatada na maioria dos trabalhos da
literatura. Isto pode ser secundério ao baixo nivel sécio-econémico, educacional, cultural e

de assisténcia da saide da nossa popula¢do em relagdo aos outros paises.

Virios pardmetros tém sido analisados e considerados como fatores de risco
para metdstases ganglionares (DONALDSON et al, 1981; STEHMAN et al, 1992;
RUEDA et al., 1994b; HOMESLEY, 1995), entre eles: a idade da paciente, o tamanho da
lesdo, o grau de diferenciagdo da neoplasia, a espessura do tumor e/ou profundidade de
invasdo, a presen¢a de invasdo vascular e o estadiamento clinico, entre outros. Entretanto,
os resultados sio heterogéneos, provavelmente resultantes da utilizagdo de diferentes
técnicas metodologicas e andlises estatisticas distintas (PRETI et al., 1993). Embora alguns
pardmetros possam ser importantes isoladamente, parece que o conjunto de caracteristicas
desfavordveis exerce uma influéncia decisiva como indicadores de risco para neoplasia
metastatica (HOFFMAN et al., 1983; HACKER et al., 1984; SEDLIS et al., 1987).

a) Tamanho do tumor

No nosso estudo, quando determinamos para fins estatisticos como limite o
tamanho de trés centimetros houve significancia, onde 66,7% dos tumores maiores do que 3
cm tinham envolvimento ganglionar. Entretanto, ao abaixar o limite para dois centimetros,

houve tendéncia estatistica (p = 0,05).
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Embora poucos trabalhos nio tenham conseguido relacionar o tamanho da lesio
com a presenca de metastases (SEDLIS et al, 1987; PRETI et al, 1993), varios
demonstraram esta associagdo (DONALDSON et al., 1981; HOFFMAN et al, 1983;
ACOG,1994; RUEDA et al., 1994b; MESSING & GALLUP, 1995; CREASMAN et al.,
1997), sendo que alguns estabeleceram como limite para a andlise 2cm (RUEDA et al.,
1994b; MESSING & GALLUP, 1995; CREASMAN et al, 1997) e outros, 3cm
(DONALDSON et al., 1981; PRETI et al., 1993).

RUEDA et al. (1994b) detectaram metastases ganglionares em 55% das lesdes

maiores do que dois centimetros.

DONALDSON et al. (1981) definindo como limites dois e trés centimetros,
verificaram que 15,3% das lesdes menores do que dois centimetros e 18,9% daquelas com
menos de trés centimetros tinham metastases. Por outro lado, nas lesdes maiores do que
dois e trés centimetros, elas estavam presentes em 61,5% e 72,4%, respectivamente. Assim,

estes autores estabeleceram como didmetro critico, o limite de trés centimetros,

HOFFMAN et al. (1983) observaram que o tamanho do tumor sé estava
relacionado a ocorréncia de metéstases ganglionares quando este fator era associado i
profundidade de invasdo estromal.

b) Tipo histologico da neoplasia

Como nos trabalhos de KURMAN, TOKI, SCHIFFMAN (1993) e HORDING
et al. (1994), ndo encontramos relagéo entre o tipo histologico da neoplasia e a presenca de
metastases linfonodais.

¢) Grau histoldgico da neoplasia

No nosso trabalho os casos estavam distribuidos de acordo com o grau
histolégico em: 39,5% grau I, 58,1% grau II e 2,3% grau III. Na literatura, esta distribuigdo
€ muito variada, sendo que para o grau I est4 entre 30 a 76%, com média de 48%. Para o
grau II, entre 14 a 67% e média de 37% e para o grau III, entre 3 a 25%, e média de 13%
(DONALDSON et al., 1981; TOKI et al., 1991: HORDING et al., 1993; KURMAN et al.,
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1993; MILDE-LANGOSCH et al,, 1995; CREASMAN et al., 1997; KAGIE et al., 1997¢;
ROSEN & MALMSTROM, 1997; PIURA et al., 1998; PINTO, 1999).

A relagdo entre o grau de diferenciagdo da neoplasia e a presenca de metastases
ganglionares apresenta resultados divergentes entre os diferentes trabalhos. SEDLIS et al.
(1987), PRETI et al (1993), e HORDING et al. (1994), ndo conseguiram demonstrar
relacdo entre estes parametros, enquanto que DONALDSON et al. (1981), HORDING et al.
(1993), RUEDA et al. (1994b) e CREASMAN et al. (1997) observaram que a incidéncia de

metastases era diretamente proporcional a0 aumento do grau histolégico do tumor.

DONALDSON et al. (1981) e RUEDA et al. (1994b) detectaram metastases
ganglionares respectivamente em 33% e 30% das neoplasias grau I e em 75% ¢ 67% no

grau III.

Os nossos resultados foram: 24% para o grau I e 4% para o grau I11, embora
apenas um caso tenha sido classificado como grau III. Comparando-se 0s respectivos graus
histolégicos com a presenca de metastases ganglionares, a sua distribui¢do foi significante

do ponto de vista estatistico apenas para o0 grau I.

d) Profundidade de invasao tumoral

No nosso estudo, a profundidade de invaséo variou entre 1,5 milimetro e 15
milimetros, com média de 6,7 mm, sendo que 45,4% tinham Smm ou menos. Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos por HORDING et al. (1994), KAGIE et al
(1997c) e McCONNELL et al. (1997), embora nos trabalhos de HACKER et al. (1984) e
WILKINSON (1990), 90% dos casos tinham profundidade de invasdo menor do que cinco
milimetros.

As metéstases ganglionares estavam presentes no nosso trabalho em 42% dos
casos com profundidade de invasdo menor ou jgual a 5mm e em 68% das lesdes com mais

do que Smm.

Em rela¢do aos casos com profundidade menor do que 5mm, os nossos achados
estdo proximos aos obtidos por DONALDSON et al. (1981) e HACKER et al. (1984).

Entretanto, a maioria dos autores encontraram indices menores do que 26% (BUSCEMA et
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al., 1981; WILKINSON, 1990; RUEDA et al,, 1994b), embora SEDLIS et al. (1987)
tenham detectado metastases em 60,9% dos casos. Além disso, 28,6% dos nossos casos
com profundidade menor do que 3 mm tinham neoplasia metastética, semelhante ao dos
trabalhos de HACKER et al. (1984) e SEDLIS et al. (1987), enquanto que HOFFMAN et

al. (1983) observaram uma incidéncia de apenas 11,8% neste grupo.

A profundidade de invasdo maior do que Smm mostrou tendéncia estatistica
(p=0,08) com a presenca de metastases ganglionares e estdo de acordo com os achados de
DONALDSON et al. (1981) e RUEDA et al. (1994b), embora HACKER et al. (1984) e
PRETI et al. (1993) tenham encontrado uma incidéncia de 42,9% e 31,8%,

respectivamente.

Quando analisamos os outros fatores de risco para metastases ganglionares, nio
observamos relagdo entre a profundidade de invasdo estromal e a idade das pacientes, o
tamanho do tumor, o tipo histolégico, o grau de diferenciagdo da neoplasia, ou com as
alteracdes presentes no epitélio adjacente a neoplasia invasora, semelhante aos trabalhos de
BUSCEMA et al. (1981), KURMAN et al. (1993), HORDING et al. (1994) e RUEDA et al.
(1994a), embora BUSCEMA et al. ( 1981) tenham encontrado correlagdo com o grau de

diferenciagdo do tumor.

A presenca da proteina p53, mas nfo a intensidade da reacdo positiva, foi
significante quando comparamos os grupos de pacientes com profundidade de invasio
maior ¢ menor do que trés milimetros. Entretanto, a distribuicdo foi semelhante quando
estabelecemos como limite cinco milimetros. McCONNELL et al. (1997) ndo encontraram
relagdo entre a profundidade média de invasdo estromal e a deteccdo da proteina p53.

Embora a maioria dos autores enfatize que a profundidade de invasio é um
fator de risco para neoplasia metastitica (DONALDSON et al, 1981; HOFFMAN et al.,
1983; KURZL et al., 1988; ACOG, 1994; RUEDA et al., 1994b), PRETI et al. (1993) ndo
observaram esta relagdo. KURZL et al. (1988) referem que a profundidade de invasio é o
maior preditor de metéstases ganglionares quando comparados com o didmetro e a area da

neoplasia.
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e) Padrio de invasio e confluéncia da neoplasia

Embora ndo tenhamos avaliado estes parametros, eles foram analisados em
alguns estudos da literatura. HOFFMAN et al. (1983), HACKER et al. (1984) e ROSS &
EHRMANN (1987) encontraram relagdo entre a presenga de metastases ganglionares com
o padrdo infiltrativo de invasdo € com lesdes neoplésicas confluentes, ao contrario de
BUSCEMA et al. (1981), PRETI et al. (1993) e RUEDA et al. (1994b).

) Invasio vascular e/ou linfética

Embora ndo avaliado por ndo ser o objetivo do presente trabalho, devemos
ressaltar que a maioria dos estudos associa a presenca de invasdo vascular com metastases
ganglionares (DONALDSON et al,, 1981: IVERSEN et al,, 1981; HOFFMAN et al., 1983;
SEDLIS et al., 1987; PRETI et al., 1993; RUEDA et al., 1994b).

IVERSEN et al. (1981) e PRETI et al. (1993) observaram que as lesdes com
invasio vascular apresentavam envolvimento ganglionar em 40% e 74% dos casos € as sem
invasdo, apenas 3,3% e 10%, respectivamente. No estudo de RUEDA et al. (1994b), 86%
das lesdes com invasio vascular tinham metastases ganglionares. Contrariamente,
BUSCEMA et al. (1981) e ROSS & EHRMANN (1987) néo obtiveram estes resultados.

g) Outros parametros

Outros fatores menos estudados e que necessitam maiores investigagoes sdo:

PRETI et al. (1993) e RUEDA et al. (1994b) avaliaram o grau de inflamag@o e
necrose, bem como o indice mitético, grau nuclear e de queratinizagdo da neoplasia e estes

fatores néo estavam associados a presenga de metastases.

O tipo de alteracdo no epitélio adjacente & neoplasia invasora, como NIV I e
distrofia, ndo estava relacionado ao envolvimento ganglionar no nosso estudo, assim como
os resultados obtidos por RUEDA et al. (1994a) e CARLSON et al. (1998). Também néo
foram significantes: a idade média das pacientes, a presenca de lesoes multifocais e de

alteracdes coilocitéticas.

Em concordancia com os estudos de SEDLIS et al. (1987) e STEHMAN et al.
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(1992), observamos que a presenca de neoplasia na linha média, isto €&, no clitéris e perineo,
¢ fator de risco para metastases. Dentre as pacientes com les3o na regido clitoriana, 64%
tinham metéstases linfonodais e 21% nio.

A presenga do papilomavirus humano na vulva nio foj fator de risco para
metdstases no nosso trabalho e de NUOVO et al. (1991b), HORDING et al. (1993), MONK
et al. (1995) e KAGIE et al. (1997¢).

HUSSEINZADEH et al. (1991) observaram que nenhuma paciente com lesdes
multifocais e contendo o HPV tinham metéstases.

Embora NUOVO et al. (1991b) tenham verificado que lesdes contendo o virus
tendem a serem menores e com maior indice de metéstases (43%, contra 25% do grupo sem

0 virus), estes achados nio foram significativos através da anslise estatistica.

Apesar da presenca de metéstases ndo ter sido influenciada pela imunodeteccio
da proteina p53 no nosso estudo e de WALKER et al. (1989), KAGIE et al. (1997a) e
McCONNELL et al. (1997), estes autores referem que as pacientes com neoplasia
metastatica e auséncia da proteina, apresentam tendéncia a um maior intervalo de tempo
livre de doenga em relagdo ao grupo com reagdo positiva para a p53. Entretanto, eles
enfatizam que estes resultados estdo baseados €m poucos casos analisados, embora possam
ter relevincia terapéutica como preditores da resposta ao tratamento radioterdpico e/ou

quimioterapico.

MILDE-LANGOSCH et al. (1995) e PILOTTI et al. (1995) encontraram
relagdo entre a detecgdo de mutagdo no gene P53 e de imunodetec¢do da proteina com a

presenga de metastases ganglionares.

3.6. RECIDIVA DA NEOPLASIA

Detectamos recorréncia da neoplasia em 16,4% dos casos, embora devemos
ressaltar que este ndo era um dos nossos objetivos, e estas lesdes foram identificadas dentro
do periodo do levantamento realizado, isto €, entre os anos de 1983 e 1995, devendo ser

esta incidéncia certamente maior do que o observado. Entretanto, estes achados estio
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préximos aos reportados por BUSCEMA et al. (1981), IVERSEN et al. (1981); HORDING
et al. (1991) e HUSSEINZADEH et al. (1991), acima dos 4% do trabalho de HACKER et-
al. (1984) e abaixo dos 41% encontrado por CHOO (1982). Na literatura, o indice de lesbes
recorrentes varia entre 15 a 40%, com média geral ao redor de 22% (LINGARD et al.,
1992: KIRSCHNER et al., 1995; MILDE-LANGOSCH et al, 1995; CAVANAGH &
HOFFMAN, 1996; PIURA et al., 1998).

Embora tenhamos considerado como recorrentes somente as lesdes localizadas
na regido vulvar, a maioria dos trabalhos engloba tanto as originadas na vulva como
aquelas nos linfonodos inguinais e as metastases a distancia, com uma freqiiéncia de 60%,
6,7-35% e 5-28,9%, respectivamente (IVERSEN et al., 1981; KIRSCHNER et al., 1995;
CAVANAGH & HOFFMAN, 1996).

Virios sdo os fatores relacionados a leséo recorrente. A maioria dos trabalhos
encontrou associagdo com o tamanho do tumor, a presenca de metastases ganglionares, O
estadiamento da neoplasia e o envolvimento das margens cirdrgicas (MALFETANO et al.,
1985: ROSS & EHRMANN, 1987; LINGARD et al., 1992; HORDING et al., 1993;
MESSING & GALLUP, 1995; CAVANAGH & HOFFMAN, 1996). Entre os outros
fatores citados estdo: a presenca de lesdes multifocais, a localizagdo na regido central da
vulva e a profundidade de invasdo tumoral (LINGARD et al., 1992). Entretanto, alguns
autores ndo conseguiram correlacionar a presenga de lesdes recorrentes com o estadiamento
do tumor (PIURA et al., 1998), com o grau histolégico (MILDE-LANGOSCH et al., 19995),
ou com a presenga de lesdes primarias multiplas (IVERSEN et al., 1981).

CAVANAGH & HOFFMAN (1996) e PINTO (1999) encontraram relagdo
entre a profundidade de invasio e taxa de recorréncia, ao contrario dos estudos de
IVERSEN et al. (1981) e PODCZASKI et al. (1990). Estes ltimos relatam o caso de duas
pacientes com profundidade de invasio de 1,5 e 2 milimetros respectivamente € que

apresentaram lesdes recorrentes € evoluiram para 6bito.

HACKER et al. (1984), ROSS & EHRMANN (1987), LINGARD et al. (1992)
e MESSING & GALLUP (1995), referem que tanto a excisdo local radical quanto a
vulvectomia apresentam taxas de recorréncias semelhantes, e que a recidiva estd mais
relacionada a presenga de tumor na margem de ressecgdo do que com a extensdo da
cirurgia. Entretanto, alguns trabalhos (IVERSEN et al., 1981; KIRSCHNER et al., 1995;
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KAGIE et al., 1997¢c; PIURA et al., 1998) mostram que o envolvimento da margem ocorre
em 11,5 a 25,7% dos casos e ndo estd associado & recidiva. STEHMAN et al (1992)
encontraram maiores indices de recidivas em pacientes com margens envolvidas, embora a
taxa de mortalidade tenha sido semelhante nos dojs grupos. O envolvimento das margens
estava associado a neoplasias recidivantes, bem como a menor sobrevida no trabalho de
PINTO (1999).

A presenca do HPV, da proteina p53, ou de mutagéio do gene supressor tumoral
P53, ndo estavam relacionadas a neoplasia recorrente nos estudos de HU SSEINZADEH et
al. (1991), HORDING et al. (1993), KAGIE et al. (1997a, 1997b) e McCONNELL et al.
(1997).

PINTO (1999) observou que a presenca de metastases ganglionares, o didmetro
do tumor e a variante basaldide estavam relacionados a presenca de lesdes recidivantes.
Entretanto, ndo foi influenciada pela presenca do HPV e o infiltrado inflamatério foi um

fator protetor para recorréncias.

No nosso trabalho, as lesdes recorrentes estavam significativamente associadas
a idade mais jovem, respectivamente, 54,6 e 70,3 anos e sem relagdo com os outros
parametros analisados, ao contrario de HORDING et al. (1993), os quais observaram um
predominio em pacientes um pouco mais idosas, respectivamente, 65 ¢ 70 anos, embora

ndo significante do ponto de vista estatistico.

Alguns autores consideram que muitos casos descritos na literatura como
recorréncias, seriam na verdade um segundo tumor primario, ou proveniente de lesio
multifocal nfo diagnosticada, pois eles notaram que cerca de 70% delas originavam-se
longe da neoplasia primaria ou na regido contra-lateral (CHOO, 1982; STEHMAN et al.,
1992). Por outro lado, STEHMAN et al. (1992) observaram que as recidivas na regido
inguinal ocorriam do lado operado e com ganglios inicialmente negativos em 66,7% dos
casos e concluiram que isto ocorreu devido i remog¢do incompleta dos linfonodos femorais
superficiais ou profundos e que esta ressecgdo incompleta esta fortemente associada 3
presenga de recorréncias inguinais, identificadas em 71,4% dos casos ¢ 2 alta incidéncia de
mortalidade.
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3.7. ETIOLOGIA, PATOGENESE E FATORES DE RISCO

A identificagdo de mulheres de risco para O desenvolvimento de neoplasia
cervical e endometrial levou a um aumento na sobrevida destas pacientes. Entretanto, na
regido vulvar estes fatores de risco ainda sio pouco conhecidos e controvertidos. Além
disso, as alteracdes histopatologicas precursoras importantes no desenvolvimento da

neoplasia invasora, ainda estdo pouco definidas (KAGIE et al., 1997c).

Possivelmente, por ser uma neoplasia pouco freqiiente, a sua investigagao
epidemiolégica tem sido pequena, com poucos dados disponiveis na literatura, fazendo com
que a sua histéria natural seja pouco compreendida (STURGEON et al., 1992; GILES &
KNEALE, 1995; McCONNELL et al, 1997). A sua etiologia é ainda incerta, porém
considerada como multifatorial (ACOG, 1994; EDWARDS et al., 1996).

Dentre os fatores de risco descritos na literatura, embora muitos deles nio

tenham sido avaliados no nosso trabalho estdo:

3. 7. 1. Etnia

Embora citado como fator de risco, ndo existem fortes evidéncias de associagdo

entre fator racial e o carcinoma invasivo da vulva.

No nosso estudo, 92,7% das pacientes eram caucasdides, em concordancia com
a literatura cuja incidéncia situa-se ao redor de 90% (MABUCHI et al., 1985; ANDERSEN
et al, 1991; HOTTA et al., 1994; KIRSCHNER et al., 1995; CREASMAN et al., 1997;
PINTO, 1999). Entretanto, EDWARDS et al. (1996) relatam uma maior incidéncia em
mulheres afro-americanas. E necessario ser ressaltado que alguns fatores considerados
como confundidores como, por exemplo, 0 nivel sécio-econdmico e educacional € 0 acesso

a tratamento médico, ndo foram analisados nestes trabalhos.

3. 7. 2. Nivel socio-economico e educacional

Estes parametros sdo de dificil quantificagdo e podem mascarar outros fatores
de risco como: a higiene pessoal, estilo de vida e acesso 20 tratamento de saide. O nivel
educacional é considerado como um medidor do estado socio-econdmico de uma populagao
(EDWARDS et al., 1996).
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BRINTON et al. (1990) e PARAZZINI et al. (1995) observaram que o risco
para o carcinoma vulvar era inversamente proporcional ao nivel sécio-econdmico e
educacional, ao contrério d¢ MABUCH] et al. (1985) e TRIMBLE et al. (1996), os quais

nao encontraram esta correlaggo.

3. 7. 3. Fatores ambientais e ocupacionais

Informagdes diretas sobre a eXposi¢do a carcinégenos ambientais sio escassas e

se a sua via € topica ou sistémica ainda ndo estd clara (CRUM, 1992).

Parece haver uma relagdo com determinados fatores ocupacionais como: o
trabalho em certos locais relacionados ao vestuirio (lavanderias, limpeza e industria),
exposi¢do industrial 4 produtos oleosos e arsénico, trabalhos domésticos e tinturas de
cabelo. Entretanto, pode ser apenas coincidental, ou refletir uma sensibilidade especial do
tecido vulvar a agdio de carcindgenos especificos, os quais atuariam de forma direta ou
indireta nesta regido (MABUCHI et al., 1985; GILES & KNEALE, 1995; EDWARDS et
al., 1996; CARLSON et al., 1998).

Esta susceptibilidade pode ser secundaria & presenca de caracteristicas especiais
da flora microbiolégica vulvar com tendéncia ao desenvolvimento de dermatites irritantes,
a uma maior eliminagdo de 4gua trans-epidérmica e absor¢do percutdnea de solventes
orgénicos do que os sitios extragenitais, tornando-a assim mais sensivel a exposi¢do direta
dos carcinégenos ambientais. Além disso, podem ocorrer danos ao DNA através da
formagdo de radicais livres gerados por processos biologicos como, por exemplo, a
inflamagdo, resultando em mutagdes (CARLSON et al., 1998).

3. 7. 4. Fatores dietéticos

Embora estes fatores tenham sido sugeridos, existem poucos trabalhos
disponiveis sobre este assunto, com pequeno numero de casos, porgdes ndo quantificadas e

numero limitado de itens alimentares.

PARAZZINI et al. (1995) identificaram correlacdo inversa com o consumo de
vegetais verdes. STURGEON et al. (1991) ao contrario, nao conseguiram estabelecer esta

relagdo. Em ambos os trabalhos, foi observado um efeito protetor do a-caroteno.
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A ingestdo de leite, figado e carne (PARAZZINI et al., 1995), bem como das
vitaminas A, C, folato, frutas citricas e legumes (STURGEON et al., 1991), também néo -

estavam associados ao carcinoma vulvar.

STURGEON et al. (1991) referem risco aumentado nas pacientes consumidoras
de café, diferente dos achados de MABUCHI et al. (1985) e PARAZZINI et al. (1995),

embora os primeiros tenham observado relagdo com a ingestdo de altas doses.

O consumo de alcool ndo foi fator de risco importante nos trabalhos de
MABUCHI et al. (1985), STURGEON et al. (1991) e PARAZZINI et al. (1995).

3. 7. 5. Fumo

Os resultados dos diferentes trabalhos sdo contraditérios, alguns enfatizando o
fumo como fator de risco (BRINTON et al., 1990; MITCHELL et al., 1993; SHERMAN et
al., 1994; GILES & KNEALE, 1995; EDWARDS et al., 1996), e outros ndo (MABUCHI et
al., 1985; PARAZZINI et al., 1995).

LEE et al. (1994) ¢ KIRSCHNER et al. (1995) referem que o fumo estd
relacionado ao carcinoma invasivo vulvar em mulheres mais jovens contendo infecgdo por
HPV e neoplasia multicéntrica. BRINTON et al. (1990) enfatizam a importancia da
associagdo do fumo com as verrugas genitais, aumentando O risco destas pacientes de

desenvolverem neoplasia invasora em 35 vezes.

TRIMBLE et al. (1996) nio encontraram relagdo com o fumo entre as pacientes
com neoplasia vulvar e o grupo controle. Entretanto, havia diferenca significativa quando
compararam as mulheres contendo a variante usual do carcinoma invasivo com aquelas

com os tipos bowendide e basaloide.

KIRSCHNER et al. (1995) analisando pacientes fumantes e ndo fumantes com
carcinoma invasivo, observaram que embora ndo apresentassem diferencas no estadio da
doenca, o consumo de maior numero de cigarros estava associado a um pior prognéstico,

provavelmente secundério a um efeito sistémico do fumo sobre 0 sistema imune.

Os possiveis mecanismos de a¢do do cigarro ja foram discutidos anteriormente.
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3. 7. 6. Doengas sistémicas e neoplasias

Embora alguns trabalhos mais antigos citem como fatores de risco a obesidade,
diabetes mellitus, hipertens3o arterial e neoplasias, os resultados sdo contraditérios e a
maioria dos estudos ndo conseguiu estabelecer esta relagdo e consideram que estas
enfermidades estdo provavelmente relacionadas a faixa etaria mais avangada deste grupo de
mulheres (MABUCHI et al., 1985; BRINTON et al., 1990; CRUM, 1992; SHERMAN et
al., 1994; GILES & KNEALE, 1995; MONK et al., 1995: EDWARDS et al., 1996; PIURA
et al., 1998).

MABUCHI et al. (1985) encontraram associa¢do com histéria médica de outras
neoplasias, principalmente urogenitais. Este assunto, enfatizando as neoplasias associadas e

localizadas no trato genital feminino inferior, sera discutido posteriormente.

3. 7. 7. Imunidade

A imunidade do hospedeiro tem sido consistentemente citada como um fator de
risco importante, principalmente no grupo de pacientes mais jovens (CRUM & BURKETT,
1989; ROMAN et al., 1991; COSTA et al., 1995; HOMESLEY, 1995) e correlacionada
com enfermidades imunossupressoras como: diabetes mellitus, doengas auto-imunes e do

colageno, transplantados e outras neoplasias malignas (EDWARDS et al., 1996).

3. 7. 8. Fatores reprodutivos e hormonais

Embora alguns estudos tenham correlacionado risco aumentado com certos
padrdes reprodutivos e hormonais especificos, trabalhos mais recentes ndo conseguiram
demonstrar um padrdo de risco consistente e semelhante ao dos tumores reconhecidamente
contendo um componente horménio-dependente como, por exemplo, os de origem
endometrial e maméria (MABUCHI et al., 1985; BRINTON et al., 1990; GILES &
KNEALE, 1995; EDWARDS et al., 1996; ROSEN & MALMSTROM, 1997; PIURA et al.,
1998). Foi demonstrado que na regido vulvar a quantidade de receptores para o estrogeno,
progesterona e androgeno € menor (SHERMAN et al., 1994).

Quanto ao uso de hormdnios exégenos e de anticoncepcionais orais, os achados
sdo inconclusivos (CRUM & BURKETT, 1989; STURGEON et al., 1992; EDWARDS et
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al., 1996), sendo que MABUCHI et al. (1985), BRINTON et al. (1990) e GILES &

KNEALE (1995), nfio encontraram risco aumentado em usuérias destas substancias.

3. 7. 9. Idade

A incidéncia da neoplasia vulvar ¢ um reflexo direto do aumento da
longevidade das pacientes, sendo um fator de risco importante naquelas com mais de 70
anos (EDWARDS et al., 1996; KOHLBERGER et al., 1998; PIURA et al., 1998).

Alguns trabalhos tém documentado nos ltimos anos um crescimento destas
lesdes invasoras em pacientes mais jovens e interpretado como secundario a mudangas no
comportamento sexual da populagéo, levando a um aumento na incidéncia da infec¢do por
HPV e de NIV III nas tltimas décadas (CHOO, 1982; CRUM, 1982; BRINTON et al.,
1990: ANDERSEN et al., 1991; STURGEON et al., 1992; RIDLEY, 1994; SHERMAN et
al., 1994; COSTA et al, 1995; MESSING & GALLUP, 1995; MONK et al., 1995;
[WASAWA et al, 1997; JONES et al., 1997; KAGIE et al., 1997b). A presen¢a de
infecgdes genitais e de condigdes imunosupressoras como: gestagdo, doengas auto-imunes €
transplantes renais, entre outros, tém sido citados como fatores predisponentes neste grupo
de mulheres (EDWARDS et al., 1996). Entretanto, CHOO (1982) e IWASAWA et al.

(1997) ndo conseguiram demonstrar esta relagéo.

3. 7. 10. Comportamento sexual e infecgoes genitais

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado uma discrepancia entre os fatores
sexuais e o carcinoma invasivo da vulva. Alguns trabalhos mostram que principalmente as
pacientes mais jovens com carcinoma vulvar possuem alguns fatores de risco identificados
para o carcinoma do colo uterino, enquanto que outros ndo observaram relagdo com estes
fatores (MABUCHI et al., 1985; GILES & KNEALE, 1995; PARAZZINI et al., 1995;
EDWARDS et al., 1996; PIURA et al., 1998). Assim, parece que a atividade sexual €

importante em alguns casos, embora isto nao seja verdadeiro para a maioria.

BRINTON et al. (1990) encontraram diferentes niveis de risco de acordo com
os métodos contraceptivos utilizados, € observaram que O UsO do condom estava
relacionado a um risco 50% menor para neoplasia vulvar e ndo estava associado com 0 uso

do dispositivo intra-uterino (DIU), reforgando que, pelo menos para um subgrupo de
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pacientes, 0 comportamento sexual estd relacionado ao desenvolvimento da neoplasia
vulvar. Entretanto, MABUCHI et al. (1985), em estudo de casos-controle, ndo encontraram

relagdo com o uso dos diferentes métodos anticoncepcionais.

Embora relatada na literatura a associa¢do de neoplasia vulvar com a histéria de
doencas sexualmente transmissiveis, a maioria dos autores ndo conseguiu demonstrar uma
relagdo estatisticamente significante, sugerindo que sejam talvez, apenas marcadores da
atividade sexual (BUSCEMA et al., 1981; MABUCHI et al., 1985; BRINTON et al., 1990;
CRUM, 1992; OGUNBIYI et al., 1994; RIDLEY, 1994).

TRIMBLE et al. (1996) observaram que embora as pacientes com histéria de
doencas sexualmente transmissiveis tivessem um risco duas a trés vezes maior, os dados

ndo foram significantes do ponto de vista estatistico.

CHOO (1982) analisando 17 mulheres com carcinoma invasivo da vulva e com

idade inferior a 35 anos, notou que doenga venérea niio foi um fator predisponente.

SHERMAN et al. (1991) realizaram estudo sorologico para doencas
sexualmente transmissiveis em mulheres com carcinoma invasivo vulvar, compararam os
resultados com casos-controle e observaram risco aumentado para cancer vulvar em

pacientes com histdria prévia de gonorréia.

BRINTON et al. (1990) e COSTA et al. (1990), identificaram risco aumentado
em pacientes com infecgdo pelo HSV?2, sendo que COSTA et al. (1990) detectaram o
antigeno viral em 75% das mulheres com carcinoma invasivo vulvar através da técnica da

imuno-histoquimica.

O virus Epstein-Barr tem sido pesquisado na regido vulvar, sendo que
CHEUNG et al. (1993) observou positividade em 12,5% das pacientes com carcinoma
vulvar. VOOG (1996) encontraram através da técnica do Southern blot 48% de positividade
em mucosa vulvar aceto-branca. Embora seja um virus com potencial oncogénico, ainda
ndo foi provada a possibilidade de transmissio sexual, podendo ser apenas um local de

reservatorio viral, devendo ser mais bem investigado (VOOG, 1996).

A maioria dos autores concorda que a histéria de verrugas genitais € um fator
de risco importante para o carcinoma vulvar (BRINTON et al., 1990; SHERMAN et al.,
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1991, 1994; FRANCO, 1996), presentes em 3 a 27% dos casos (CRUM, 1992; OGUNBIYI
et al., 1994). BRINTON et al. (1990) e SHERMAN et al. (1991) relatam um risco relativo
de 15,2 e 17,3 vezes, respectivamente. Foi demonstrado que pacientes contendo verrugas

virais apresentam resposta imune alterada (CRUM & BURKETT, 1989).

Outro fator de risco relatado na literatura é a presenca de historia de outras
neoplasias localizadas no trato urogenital (MABUCHI et al., 1985; BORNSTEIN et al.,
1988a; BRINTON et al., 1990; SHERMAN et al., 1994; GILES & KNEALE, 1995,
EDWARDS et al., 1996), com risco 2,9 vezes maior (GILES & KNEALE, 1995).
MABUCHI et al. (1985) questiona se isto ndo seria secundério as alteragdes induzidas pelo
tratamento radioterapico prévio. Entretanto, a alta associacdo com 0 carcinoma da cérvice
uterina, presente em cerca de 15% a 25% dos casos, também pode indicar um efeito de
campo € uma resposta desta regido a um agente carcinogeno comum (BUSCEMA et 1
1981, 1988; HACKER et al., 1984; ROSS & EHRMANN, 1987; BORNSTEIN et al.,
1988a; HORDING et al., 1991, 1994; CRUM, 1992; MITCHELL et al., 1993; SHERMAN
et al., 1994; JONES et al., 1997).

BRINTON et al. (1990) referem que o carcinoma vulvar ocorre mais
freqiientemente em mulheres com carcinoma primario do colo uterino. Dos 55 casos
estudados por nds, detectamos neoplasia multicéntrica em quatro (7,3%), duas
apresentando neoplasia intraepitelial vaginal de alto grau e duas, carcinoma invasivo da

cérvice uterina.

A coexisténcia de condiloma com carcinoma vulvar tem sido observada em sete
a 26% dos casos, sobretudo em mulheres mais jovens. Entretanto, a sua relagdo temporal, 0
seu mecanismo de agdio e a porcentagem de lesdes de condiloma que evoluem para
neoplasia invasora ainda ndo foram determinados, embora parega ser um evento infreqiiente
(CRUM & BURKETT, 1989; BRINTON et al,, 1990; HUSSEINZADEH et al., 1991;
CRUM, 1992; HOTTA et al., 1994).

O carcinoma vulvar era anteriormente considerado como uma doenca de
mulheres idosas e de etiologia desconhecida. Entretanto, observou-se uma mudang¢a no
perfil epidemiolégico desta doenga nas duas tltimas décadas, com uma queda na faixa
etaria da populagdo atingida. O aumento do diagnéstico de NIV e de carcinoma invasivo

em mulheres mais jovens, o relato de alguns dos fatores de risco associados a neoplasia
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cervical, a presenga de histéria de verrugas genitais e a detec¢do do antigeno ou DNA do
HPV em algumas lesdes, tem indicado a possibilidade do virus ser um dos fatores de risco
no desenvolvimento do carcinoma invasivo vulvar (BRINTON et al., 1990; ANDERSEN et
al., 1991; HUSSEINZADEH et al., 1991; STURGEON et al., 1992; HORDING et al.,
1994; HOTTA et al., 1994; MONK et al., 1995; IWASAWA et al., 1997).

A relagdo entre 0 HPV e o carcinoma vulvar nfio é tdo clara como no colo
uterino, sendo fraca e inconsistente e os estudos epidemiologicos e histopatolégicos tém
demonstrado resultados conflitantes quanto 3 magnitude do seu papel nestas lesdes
(BRINTON et al., 1990; CRUM, 1992; HORDING et al., 1993; EDWARDS et al., 1996;
KAGIE et al., 1997b).

O HPV ¢€ encontrado em 10 a 60% dos carcinomas invasivos vulvares
(NUOVO et al, 1991b; TOKI et al,, 1991; LEE et al., 1994; TRIMBLE et al., 1996;
KAGIE et al, 1997b, 1997c), dependendo do método de detecgdo utilizado.
Resumidamente, entre as possiveis explicagdes para esta variabilidade na detec¢do do virus
estdo: a auséncia real do virus na lesdo, variagdo geografica nos indices de infec¢do viral, a
utilizagdo de diferentes técnicas de detecgdo e graus variados de sensibilidade, casuisticas
pequenas e a preservagdo do espécime, entre outros (ANSINK et al., 1994; WIKSTROM,
1995; IWASAWA et al., 1997).

Com a técnica da hibridizagdo molecular in situ biotinilada, a positividade varia
entre 11 e 70%, embora na maioria dos estudos encontra-se ao redor de 20 e 30%
(ANDERSEN et al, 1991; PARK et al, 1991a; TOKI et al, 1991; CRUM, 1992;
HORDING et al., 1995; PILOTTI et al., 1995). TOKI et al. (1991) e PILOTTI et al. (1995),
detectaram o HPV respectivamente em 27% e 12% dos casos através da hibridizagdo in

situ; com a reagdo em cadeia da polimerase este indice aumentou para 43% e 29%.

Através do PCR, que é uma técnica mais sensivel, na maioria dos trabalhos a
positividade estd entre 30 e 60%, mostrando que a presenga do HPV nas neoplasias
invasoras da vulva é menos fregiiente do que no colo uterino (HORDING et al., 1991,
1993, 1994; NUOVO et al., 1991b; TOKI et al., 1991; ANSINK et al., 1994; LEE et al,,
1994; TATE et al., 1994; MILDE-LANGOSCH et al., 1995; MONK et al., 1995; KIM et
al., 1996; IWASAWA et al., 1997). HINES et al. (1995) e KAGIE et al. (1997b) detectaram
o virus em 20% dos casos, PINTO (1999) em 24,2% e PARK et al. (1991a) em 83%.
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Na regido vulvar, 70 2 90% dos papilomavirus humanos séo do tipo 16, e 5 a
20% dos tipos 18 ou 33 (TOKI et al., 1991; HORDING et al., 1993, 1994; TATE et al,
1994; HINES et al., 1995; MONK et al., 1995; PILOTTI et al., 1995; KIM et al., 1996;
KAGIE et al., 1997b; PINTO, 1999). O HPV 45 ¢ raramente identificado, com indices de 6
a 7%, bem como o HPV 6/11. O HPV 6/11 estava presente em respectivamente 2% € 5%
dos casos nos trabalhos de MONK et al. (1995) e PINTO (1999) e em 50% nos de
SUTTON et al. (1987), metade deles associados aos HPV 16/18. Infecgdo mista ocorreu em
4% dos casos estudados por HORDING et al. (1994) e IWASAWA et al. (1997).

No carcinoma invasivo cervical, o indice de detecgdo para os HPVs 16 ¢ 18 estd
entre 55-70% e 3-20% respectivamente e menos de 10% para os tipos 3 1/33/35 (SUTTON
et al., 1987; BARNES et al., 1988; HELLAND et al, 1993; MILDE-LANGOSCH et al,,
1995). Parece que existe no colo uterino uma maior heterogeneidade de tipos virais capazes
de infectar esta regido e sdo infreqiientemente encontrados na regido vulvar. Entretanto, em
um estudo realizado por CAVALCANTI et al. (1997) através da hibridizagdo molecular in
situ, 0 HPV foi detectado em 68,5% dos casos de carcinoma escamoso invasivo cervical,
sendo que 56,8% continham os tipos 16/18 e 35% o HPV 31/33/35 e enfatizam que a

incidéncia destes tltimos é maior no Brasil do que em outros paises.

Com o advento das técnicas de hibridizagdo molecular, a detecgdo do antigeno
viral através da imuno-histoquimica foi gradualmente abandonada, por ser esta uma técnica
menos sensivel. S3o poucos os trabalhos que ainda utilizam este método para a
identificacdo do HPV, sobretudo nas lesdes invasoras € mais raramente ainda na regido
vulvar. No carcinoma invasivo do colo uterino, através da imuno-histoquimica a
positividade varia entre 0-55,6% e esta localizada em células isoladas nas areas periféricas
mais diferenciadas do tumor (HOEPFNER & LONING, 1986; FIRZLAFF et al., 1988).

Na regido vulvar, CRUM et al. (1982a) nao detectaram o antigeno viral em
nenhum caso e COSTA et al. (1990) em 33,3%. PARK et al. (1991b), estudando um caso
de carcinoma invasivo basaléide e um do tipo condilomatoso, observaram positividade

apenas neste tltimo, em células isoladas nas areas mais diferenciadas.

No nosso trabalho, o virus estava presente em apenas quatro €asos (7,3%), trés
localizados na 4area de NIV III e um nas células do tumor invasivo. Dois foram positivos

apenas pela técnica da imuno-histoquimica, um somente através da hibridizagdo molecular
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in situ e um caso para ambos os métodos de detecgfio. Os dois casos positivos pela HIS
continham somente o HPV tipo 16/18, semelhante aos achados da maioria dos estudos da
literatura. As causas deste baixo indice de detecgdo viral através de ambas as técnicas, j foi

discutido previamente no topico das lesdes intraepiteliais neoplasicas grau II1.

Embora exista uma grande variabilidade nos indices de detecgdo do DNA viral
no carcinoma escamoso invasivo vulvar, foram observadas diferengas importantes quanto
as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, histopatolégicas e virais nestas pacientes,
podendo ser agrupadas em duas categorias distintas (ANDERSEN et al., 1991; TOKI et al.,
1991; HORDING et al., 1993, 1994; LEE et al., 1994; MONK et al., 1995; JONES et al.,
1997; KAGIE et al., 1997a, 1997c; KOHLBERGER et al., 1998):

1. Pacientes mais jovens, fumantes, apresentando fatores de risco semelhantes aos
do carcinoma cervical como: mimero de parceiros, idade do inicio da atividade
sexual, histéria de verrugas genitais e de outras doengas sexualmente
transmissiveis, baixo nivel sécio-econdmico e educacional. Freqlientemente
apresentam neoplasias multicéntricas no trato genital feminino inferior, lesdes
multifocais e NIV III associado. Sdo geralmente do tipo histologico basaldide ou
condilomatoso ¢ 50 a 80% contem o0 DNA do HPV:

2. Mulheres mais velhas, com padrdo histologico queratinizante usual, lesdes
unifocais e raramente contendo o HPV, detectado em 6,3-15% dos casos. Esta
freqlientemente associado a hiperplasia escamosa ou liquen escleroso e ndo

apresenta fatores de risco significantes.

Com o intuito de identificar lesdes precursoras do carcinoma invasivo vulvar
que poderiam ser detectadas histolégicamente e tratadas precocemente impedindo assim o
desenvolvimento da lesdo invasora, comegou-se a prestar mais aten¢do as alteragGes
epiteliais adjacentes ao carcinoma invasivo. Foi observado que a maioria das pacientes
possuem outras alteragbes epiteliais concomitantes, isoladas ou mistas e poucas, apenas
cinco a 10%, ndo apresentam nenhum tipo de alteragio (WOODRUFF, 1991; RUEDA et
al., 1994a; TRIBBIA et al., 1995; JONES et al., 1997; KAGIE et al., 1997a, 1997c;
McCONNELL et al., 1997; CARLSON et al., 1998), embora este indice tenha sido maior
no trabalho de PINTO (1999), onde 27,3% das pacientes nfo tinham outras alteragdes no
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epitélio vulvar adjacente. No trabalho de CARLSON et al. (1998), a maioria dos casos
estava associada ao liquen simples cronico (82%) e menos freqiientemente a dermatite

espongibtica e liquen plano.

3. 7. 11. Neoplasia intraepitelial vulvar

Na literatura, a presenga de NIV III adjacente a neoplasia invasora varia entre
10 a 70%, estando a maioria ao redor de 20 e 30%. A presenca de NIV III adjacente a area
de invasdo esta relacionada a pacientes de grupo etério mais jovem, & presenca do HPV, de
leses multifocais e multicéntricas e com tipos histolégicos especificos da neoplasia
invasora, a semelhanga dos resultados encontrados neste presente trabalho (HACKER et al.,
1984; ANDERSEN et al., 1991; HORDING et al., 1991; WOODRUFF, 1991; MITCHELL
et al., 1993; KAGIE et al., 1997a, 1997¢; McCONNELL et al., 1997).

Identificamos lesdo de NIV III em 25,4% dos casos e estava associada a um
grupo de pacientes com idade média mais jovem, 62,1 anos (p=0,07), com a presenca do
HPV (p=0,04), com o tipo histolégico da neoplasia invasora (p=0,01), com a presenga
(p=0,03) e intensidade das alteragdes citopaticas virais (p=0,007). Entretanto, nao

observamos relagdo com a presenga de lesdes multicéntricas e multifocais.

Pacientes contendo o virus possuem idade média ao redor de 55 anos, contra a
média de 70-77 anos do grupo negativo (TOKI et al., 1991; HORDING et al., 1994;
MONK et al., 1995; KAGIE et al., 1997c), embora alguns autores, como NUOVO et al.
(1991b), MITCHELL et al. (1993) e PINTO (1999), ndo tenham observado diferengas entre
os dois grupos de pacientes.

O indice de detecgdo viral esta diretamente relacionado com a presenga de NIV
111, sendo positivo nestes casos em 60 a 100% e em apenas 6 a 13% daqueles onde a
neoplasia intraepitelial vulvar grau I11 esta ausente (HORDING et al., 1991, 1993; NUOVO
et al., 1991b; TOKI et al., 1991; KIM et al., 1996; KAGIE et al., 1997c).

Em nosso trabalho também encontramos relagdo entre a detec¢do do virus €
pacientes de grupo etdrio mais jovem (p=0,008), com idade média de 46 anos ¢ com a
presenca de NIV III, sendo que dos quatro casos onde o virus estava presente, trés

continham neoplasia intraepitelial grau III adjacente. Entretanto, das 14 pacientes com NIV
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[IT associado, apenas 21,4% foram positivas e somente 2,4% das 41 restantes. Esta baixa
incidéncia pode ser resultante da sensibilidade do método empregado, entre outros fatores

Ja previamente mencionados.

A presenca de sinais histologicos de infeccdio viral no carcinoma invasivo
vulvar € pouco freqiiente, menor do que 10% (BORGNO et al., 1988: NUOVO et al,
1991b; HOTTA et al., 1994), embora alguns autores tenham observado indices entre 50 a
60% dos casos e relacionados com a idade mais jovem das pacientes € com a presenga de
NIV III adjacente (BUSCEMA et al., 1988; HUSSEINZADEH et al., 1991; RUEDA et al.,
1994a). BORGNO et al. (1988) encontraram baixos indices de alteragdes histologicas
sugestivas de infecgdo viral e em propor¢des semelhantes entre os grupos contendo lesdes
de NIV III e distréficas, respectivamente, 4,5% e 6,3%.

A intensidade das alteragSes virais nas lesdes benignas e malignas da vulva
difere da cérvice uterina. Isto talvez seja secundério ao maior grau de diferenciagdo do
epitélio escamoso vulvar, gerando dificuldades em se estimar a presenga e o grau de
coilocitose nesta regido, mesmo entre os patologistas mais experientes (VOOG, 1996). Sera
que a coilocitose € sempre indicativa de infec¢do viral, ou existem outras explicagdes para
estas alteragbes? Seriam estas variagdes normais do epitélio vulvar, incorrendo no risco de

diagndsticos falso-positivos nesta regiio?

Em nosso trabalho, sinais histolégicos sugestivos de infecgdo viral estavam
presentes em muitos casos (54,5%), a maioria (70%) de grau leve e associada a idade média
mais jovem das pacientes, 64,8 anos (p=0,05). Entretanto, se considerarmos estas alteracdes
de grau leve como falso-positivas e com resultado negativo, este niimero cai para 16,4%,
em concorddncia com os estudos de BORGNO et al. (1988), NUOVO et al. (1991b) e
HOTTA et al. (1994) e neste caso, estava relacionado com o tipo de alteragdo presente no
epitélio adjacente (p<0,0001) e com a detecgdo do virus (p=0,02).

SAGERMAN et al. (1996) referem que lesdes desprovidas de alteragGes
histologicas de infecgdo viral raramente apresentam reacdo positiva através da técnica da
hibridizagdo molecular in situ, sendo necessaria a utilizacdo de métodos mais sensiveis.
MIWA et al. (1995), estudando o carcinoma invasor da cérvice uterina através da técnica da
hibridiza¢do molecular in situ, detectaram o HPV em apenas 59% dos casos contendo

alteragGes coilocitdticas.
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A presenca do HPV e de NIV III esta associada a variantes especificas do
carcinoma escamoso invasivo. O HPV é detectado em 0 a 30% dos carcinomas invasivos
queratinizantes, a maioria associada a presenca concomitante das variantes basaldéide ou
condilomatosa da neoplasia, ou de NIV III. Nos tipos basaléide e condilomatoso, este
indice ¢ de 70 a 100% dos casos (TOKI et al., 1991; HORDING et al., 1994, MONK et al.,
1995; KIM et al., 1996; TRIMBLE et al., 1996).

TOKI et al. (1991), através da reagdo em cadeia da polimerase, encontraram
reacdo positiva em 37,5% dos carcinomas basaléides, 100% dos condilomatosos € em
10,5% dos queratinizantess. PINTO (1999) em 42,1%, 52,6% e 17,1%, respectivamente.
Este autor refere que a presenga do virus estava associada aos subtipos histologicos

basaléide e condilomatoso e também, com a presenga de NIV no epitélio adjacente.

MONK et al. (1995) identificaram o DNA viral em 39% dos carcinomas com O
padrdo usual e enfatizam que ndo € possivel diferenciar histologicamente os tumores que

apresentardo ou nfo o Virus.

KAGIE et al. (1997b, 1997¢) ndo encontraram diferenga estatistica entre estas
variantes histologicas, respectivamente, 14% para a variante usual e 24% para os padrées
condilomatoso e basaldide.

Dentre os quatro casos positivos do nosso trabalho, trés eram da variante
basaléide e um, padrdo usual. A incidéncia de associagdo entre NIV III e os carcinomas
basaloide e condilomatoso é semelhante ao da detecgdo viral, embora a presenca de NIV III
seja mais baixa nas pacientes com carcinoma queratinizante padrdo usual, entre zero € 10%
(TOKI et al., 1991; HORDING et al., 1994; KIM et al., 1996; TRIMBLE et al., 1996).
Entretanto, KAGIE et al. (1997a, 1997c) ndo observaram relagdo entre a presenca de NIV

I11 com os subtipos histolégicos da neoplasia invasora.

Normalmente o padrdo histologico de NIV III adjacente ¢ semelhante ao da
neoplasia invasora, embora possam ser diferentes ou mistas (PARK et al., 1991a; TOKI et
al., 1991; KURMAN et al., 1993; HORDING et al., 1994).

Entre os subtipos de NIV III identificados, a maioria, 73 a 100% dos casos, € da

variante basaléide ou condilomatosa, enquanto que 0 diferenciado, ocorre em uma
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freqiiéncia de 0 a 27% (RUEDA et al., 1994a; KAGIE et al., 1997a; CARLSON et al.,
1998). BECKMANN et al. (1991) consideram este tltimo tipo como uma lesdo mais
agressiva e com progressio mais rapida para neoplasia invasora. Entretanto, deve ser
salientado que em varios casos, a classificacdo de acordo com as regras estabelecidas pela
ISSVD nio ¢ possivel e o diagnéstico da variante diferenciada ¢ dificil, sendo muitas vezes
caracterizada como lesdo reativa nio neoplasica ou como NIV | (HAEFNER et al., 1995;
JONES et al, 1997). Parece também que as lesdes de NIV I e NIV II sio pouco
diagnosticadas nos casos de carcinoma escamoso invasivo, talvez por passarem
desapercebidas. Nos trabalhos de NUOVO et al. (1991b); KAGIE et al. (1997¢c) e
CARLSON et al. (1998), NIV 1 foi detectado em 0%, 59% € 13,3% dos casos e NIV Il em
0%, 15% e 18,3%, respectivamente.

Identificamos 14 casos de NIV III, sendo nove no grupo de pacientes contendo
O carcinoma invasivo queratinizante e em cinco com 0 padréo basaléide. Embora a maioria
dos casos esteja no grupo usual, considerando-se o nimero total destas lesdes, a incidéncia
foi de 20,9%: no padrdo basaldide, 83,3% das pacientes tinham NIV III adjacente,
diferenca significante do ponto de vista estatistico (p=0,01). O ntmero de casos de
carcinoma usual com lesdo de NIV associada foi maior do que os valores encontrados por
TOKT et al. (1991), HORDING et al. ( 1994), KIM et al. (1996), e TRIMBLE et al. (1996).

Néo encontramos relagdo entre o tipo histolégico da neoplasia intraepitelial
vulvar grau III e da neoplasia invasora, e a maioria, como nos outros trabalhos, era NIV III
do tipo bowenéide ou basaléide. Embora nio tenhamos identificado nenhum caso como
padrdo diferenciado, a sua incidéncia & relativamente baixa na literatura (RUEDA et al.,
1994a; KAGIE et al., 1997a; CARLSON et al., 1998).

NIV I e NIV II estavam presentes respectivamente em 12,7% e 5,4% dos casos,
valores proximos aos encontrados por NUOVO et al. (1991b) e CARLSON et al. (1998).
Todos aqueles contendo NIV I estavam associados a lesdes distréficas. Dentre os trés casos

com NIV II, dois tinham alteragdes distroficas e um, liquen simples crénico.

A deteccdo do HPV, a presenca de NIV III € as variantes histolégicas
especificas do carcinoma invasivo também estio associadas a presenca de lesdes
multifocais e multicéntricas, sugerindo um efeito de campo e agente etiolégico comum,
envolvendo muiltiplos locais do trato genital inferior (HUSSEINZADEH et al., 1991;
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HORDING et al, 1993, 1994; KURMAN et al, 1993; MITCHELL et al, 1993;
MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997). Em nosso estudo, apenas a detecgdo do virus estava

relacionada a lesdes multicéntricas e nenhuma variavel a presenga de lesoes multifocais.

No colo uterino, 80 a 100% das neoplasias invasoras contém neoplasia
intraepitelial cervical adjacente € 0 papilomavirus humano € ja foi estabelecido o papel
direto deste virus na origem e progressdo destas lesdes (TOKI et al, 1991). A alta
incidéncia de HPV e NIV III, os quais estdo relacionados aos tipos especificos de
carcinoma invasivo vulvar basaldide e condilomatoso, onde estas pacientes sdo mais jovens
do que as com 0O carcinoma usual e apresentam fatores de risco semelhantes ao do
carcinoma cervical, indicam que NIV III € precursora destas lesdes invasoras e 0 HPV € o
agente etiologico responsavel pela origem de ambas, pelo menos neste grupo de mulheres
em particular (ANDERSEN et al., 1991; TOKI et al., 1991; CRUM, 1992; HORDING et
al., 1993; KURMAN et al., 1993; TRIMBLE et al., 1996; KOHLBERGER et al., 1998).

Embora faltem estudos prospectivos de grande escala em pacientes contendo
lesdes de NIV III ndo tratada, parece que a progressdo para invasdo € baixa, entre 5 a 20%
(CRUM & BURKETT, 1989; HORDING et al., 1991, 1994, 1995; KAGIE et al, 1997c) e
ocorre principalmente em pacientes mais idosas, ou em mulheres mais jovens e
imunodeprimidas e naquelas com lesdes localizadas na regidio anal, cuja zona de
transformagdo responderia a infecgdo viral de modo semelhante & da cérvice uterina
(HORDING et al., 1991; WOODRUFF, 1991; CRUM, 1992; RIDLEY, 1994). CRUM
(1992) e HAEFNER et al (1995) identificaram foco de neoplasia invasora,

respectivamente, em 19% e 23% das lesdes de NIV III ressecadas.

HAEFNER et al. (1995) notaram diferenca significante entre as idades médias
das pacientes com NIV III e aquelas contendo NIV III associada ao carcinoma invasivo,
respectivamente, 45,8 e 58,4 anos. Embora algumas mulheres apresentem outras doengas
imunossupressoras que poderiam contribuir para a progressao neoplasica, isto ndo estd
uniformemente presente em todos 0s €asos (MESSING & GALLUP, 1995).

Alguns fatos interessantes devem ser ressaltados:
-JONES et al. (1997), observaram em anos mais recentes, um aumento na incidéncia
do carcinoma invasivo basaldide e condilomatoso, sobretudo em pacientes mais

jovens e relacionado ao incremento das lesdes de NIV 11 e da infeccdo por HPV;
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-outros autores relatam que, apesar do aumento na incidéncia de NIV III, o
carcinoma invasivo permaneceu estavel e poderia ser explicado como:

# lesdes de NIV III morfologicamente semelhantes podem ter comportamento
clinico distintos, ndo sendo possivel identificar as lesbes que sdo estaveis
daquelas que irdo regredir ou progredir, apenas com a utilizagio de critérios
citoldgicos, histologicos, ou clinicos (KAGIE et al., 1997a, 1997c¢);

# 0 carcinoma invasivo se desenvolve durante um periodo de tempo muito longo

e os efeitos do aparente incremento da infec¢do por HPV no desenvolvimento do
carcinoma invasivo ainda nio tiveram tempo de ocorrer (TOKI et al., 1991;
HORDING et al., 1994; JONES et al., 1997);

# lesbes de NIV III e carcinoma invasivo sdo etiologicamente distintas
(STURGEON et al., 1992).

-embora o diagnéstico histolégico seja 0 mesmo, o carcinoma invasivo em mulheres
Jovens tém etiologia, fatores de risco e histéria natural diferente das pacientes mais
velhas, ou apresentam uma histéria evolutiva mais acelerada por algum motivo
ainda desconhecido (COSTA et al., 1995; MESSING & GALLUP, 1995);

-mesmo em pacientes com NIV III ou carcinoma invasivo das variantes basaldide e
condilomatosa, ndo é possivel detectar 0 HPV em todos os casos, lembrando que
mesmo dentro de cada grupo morfologico, existem subgrupos que sio HPV
positivos e outros, negativos (MITCHELL et al., 1993);

-ROMAN et al. (1991) relatam a presenga de carcinoma invasivo em trés pacientes
com idades variando entre 16 e 25 anos, lembrando da existéncia desta doenga
também em pacientes jovens, embora rara e enfatizam a necessidade de se biopsiar
sempre toda e qualquer lesdo vulvar suspeita inclusive neste grupo etario. Além
disso, CHOO (1982) referem que o estadio clinico e o curso da doencga é semelhante

nas pacientes jovens e naquelas mais idosas.

Em nosso trabalho, em concordancia com a literatura, encontramos lesio de
NIV III adjacente & neoplasia invasora em 25,4% dos casos e associada a idade média mais
jovem, & presenga de alteragdes coilocitéticas e detecgdo do HPV. Ao contrario da
maioria dos trabalhos que correlacionam estes achados as variantes basaléide e
condilomatosa, observamos significincia estatistica apenas para o tipo basaldide. Assim,

para nds, apenas esta variante parece estar relacionada a origem viral.
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Do total de quatro pacientes com o padrio condilomatoso, apenas uma tinha
menos de 60 anos, duas tinham coilocitose leve e moderada, todas estavam associadas a
lesdes distroficas e nenhuma a NIV III ou reagéio positiva para o HPV. No padrédo basaloide
(total de seis pacientes), quatro tinham menos de 60 anos, quatro coilocitose moderada,

cinco NIV III e em trés casos detectou-se o HPV.

Entretanto, algumas particularidades advindas da observagdo dos diferentes
trabalhos publicados, apontam para um outro grupo distinto de lesdes neoplasicas invasoras
da vulva, sugerindo assim a presenga de outros fatores patogénicos que ndo a infecgdo por
HPV e NIV.

A presenca de caracteristicas clinico-patolégicas distintas entre o carcinoma
invasivo cervical e vulvar como a idade média e a presenca de neoplasia intraepitelial
adjacente, sugere que talvez o HPV tenha um papel diferente em ambas as regides. Entre as
explicagdes possiveis para estas diferengas estdo (MENCZER et al., 1982; MABUCHI et
al., 1985; BRINTON et al., 1990; BECKMANN et al., 1991; TOKI et al., 1991; MILDE-
LANGOSCH et al., 1995):

-a resposta do colo uterino e da vulva a um mesmo estimulo varia com a idade da

paciente;

-a resposta do colo a uma agressdo € mais rapida do que na vulva devido as

caracteristicas inerentes a zona de transformagéo;

-a presenca de estimulo carcinogénico adicional em grupos etarios mais velhos, onde

a regifio vulvar é mais responsiva do que a cérvice uterina;

-embora vérias regides do trato genital feminino inferior tenham o mesmo insulto
inicial, talvez existam fatores de risco especificos que diferenciem quais as mulheres
que eventualmente desenvolverdo um ou outro tipo de céncer em determinada

localizagdo do trato genital feminino inferior.

O argumento que tenta explicar o baixo indice de detecgdo viral nos carcinomas
invasivos vulvares, embora o HPV seja considerado como um fator etioldgico importante, €
o de que ele atuaria através de mecanismos heterogéneos em regides distintas onde
(IWASAWA et al., 1997):
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-na regido vulvar, o HPV produziria um estimulo mitégeno nos estagios iniciais do
desenvolvimento neoplisico, mas a sua presenca ou expressdo ndo seria mais
necessaria nas fases mais tardias, embora em alguns casos o genoma viral poderia
permanecer € 0s oncogenes virais estarem ativos, porque outros eventos adicionais

ocorreriam na célula alterando permanentemente o controle do crescimento celular;

-n0 colo uterino, seria necessria a presenga e a expressdo continua dos oncogenes

virais. Entretanto, existem casos onde o0 HPV nio é detectado;

-certos carcinomas vulvares estariam associados a tipos virais menos conhecidos e

portanto, no seriam detectados pelas sondas atualmente disponiveis;

-0 HPV ndo seria co-fator relacionado a patogénese do carcinoma vulvar, mas

somente passageiros locais.

Assim, como parece que existem dois grupos distintos de lesdes intraepiteliais
neoplasicas vulvares grau III, um relacionado com a infeccdo pelo HPV e outro
independente dela, isto também poderia ser aplicado ao carcinoma invasor (EDWARDS et
al., 1996). Além disso, € discutivel se todas as lesdes invasivas se originam a partir de uma
fase intraepitelial e parece que na vulva ndo existe necessariamente uma progresséo
continua e uniforme entre os estagios pré-malignos NIV I, II e III (EDWARDS et al., 1996;
KAGIE et al., 1997a).

A maioria dos casos de carcinoma escamoso invasivo vulvar ocorrem em
pacientes mais idosas, sdo predominantemente do tipo queratinizante usual e nio estdo
relacionados ao NIV. Além disso, a detecgio do HPV ¢é baixa, sendo que cerca de 70% das
lesdes ndo contém o virus (NUOVO et al., 1991b; CRUM, 1992; STURGEON et al., 1992;
KURMAN et al., 1993; COSTA et al, 1995; MESSING & GALLUP, 1995; PINTO,
1999).

A observagdo de que o carcinoma cervical estd relacionado ao HPV e a sua
incidéncia ¢ menor em mulheres judias quando comparadas com as norte-americanas,
embora o carcinoma invasivo vulvar tenha distribui¢io semelhante (MENCZER et al.,
1982; MABUCHI et al., 1985; PIURA et al., 1998), além da baixa detec¢do do virus, do

predominio da variante usual e da maior incidéncia do carcinoma vulvar nos grupos de
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pacientes mais idosas, levaram a investigagdo de outras possiveis varidveis envolvidas na
etiopatogenia destas lesdes (TOKI et al., 1991; HIETANEN et al., 1995b). BRINTON et al.
(1990) ndo conseguiram estabelecer o papel do HPV como agente causal no
desenvolvimento do carcinoma invasivo vulvar. Trabalhos epidemiolégicos e
histopatolégicos que confirmem ou refutem a idéia de doenga sexualmente transmissivel

em mulheres mais velhas continuam inconclusivos (CRUM, 1992).

3. 7. 12. Doencas inflamatorias e lesdes distroficas vulvares

A coexisténcia freqiiente de doengas inflamatorias cronicas vulvares e
distroficas e a sua relagio topografica com o carcinoma invasivo vulvar, levantou a
hipétese de que estas desordens poderiam ser consideradas como precursores analogos as

lesdes de NIV III e responsaveis pelo desenvolvimento neoplasico na maioria dos casos.

A presenca de alteragdes epiteliais concomitantes indica que estas condigdes ou
sdo lesdes precursoras do carcinoma, ou s3o resultantes de uma reac@o local a0 mesmo
estimulo crénico que originou o carcinoma (TOKI et al., 1991; CRUM, 1992; MITCHELL
et al., 1993; JONES et al., 1997; KAGIE et al., 1997c; CARLSON et al., 1998).

Embora a coexisténcia de ambos nZo seja uma prova definitiva de que o
carcinoma se origina do liquen e os estudos retrospectivos ndo provém informagdes seguras
sobre a sua progressio para o carcinoma invasivo, CARLSON et al. (1998) observaram
uma relacio topogréfica entre ambos na maioria dos casos, e a presenga de areas multiplas

de neoplasia invasora em um fundo de liquen.

Estudos prospectivos de pacientes contendo liquen mostram que menos de 5%
delas desenvolvem neoplasia invasora, com uma duragdo media de cerca de dez anos
(CRUM, 1992; ANSINK et al., 1994; TAN et al., 1994; ACOG, 1998). CARLSON et al.
(1998), em um trabalho com 32 pacientes contendo liquen e com 17 anos de seguimento,
observaram que 9% desenvolveram NIV e 21% carcinoma escamoso invasor. CHOO
(1982), BORGNO et al. (1988), CRUM (1992), RUEDA et al. (1994a), SAGERMAN et al.
(1996) e CARLSON et al. (1998), referem que as lesdes contendo hiperplasia escamosa e
atipias, isto é, NIV em graus varidveis, associadas ao liquen, apresentam maior risco,

indicando um processo semelhante ao NIV.
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Apesar dos trabalhos da literatura mostrarem uma forte associa¢do entre o
liquen e o carcinoma invasor (CRUM, 1992; RIDLEY, 1994; TRIBBIA et al., 1995;
CARLSON et al., 1998), o papel destas lesdes no desenvolvimento do cincer ainda ndo
esta claro e ndo € universalmente aceito (NEILL et al., 1990; SAGERMAN et al., 1996). A

discordancia entre a freqiiéncia e o significado destas alteragGes é secundério a:
- presenga de poucas informagdes devido a raridade do carcinoma vulvar;

-utilizacdo de terminologia confusa e imprecisa, sobretudo em trabalhos mais

antigos;

-estudo inadequado do espécime e conseqiientemente, auséncia do reconhecimento e

diagndstico destas lesdes;
- dificuldade no seu diagnéstico clinico e

-presenga de alteragdes histopatolégicas em pacientes assintomaticas e vice-versa
(RIDLEY, 1994; GILES & KNEALE, 1995; TRIBBIA et al., 1995; CARLSON et
al., 1998).

Atualmente, as desordens epiteliais nfo neopldsicas da vulva sio classificadas
de acordo com o preconizado pela ISSVD em 1987 (WILKINSON, 1990; ACOG, 1998)
como: hiperplasia escamosa, liquen escleroso e outras dermatoses. A hiperplasia escamosa
associada ao liquen escleroso estd dentro do espectro de alteragées do liquen, devendo ser
reportado no laudo as duas condi¢des. As lesdes apresentando diferentes graus de atipias

foram enquadradas dentro das neoplasias intraepiteliais.

O liquen escleroso ¢ uma doenca cronica que acomete ambos 0s sexos e
qualquer faixa etdria, mas ocorre predominantemente em mulheres pré-puberes e pés-
menopausadas, com forte predilecdo para as 4reas genitais (CARLI et al., 1991; TAN et al.,
1994; SAGERMAN et al., 1996; ACOG, 1998).

A sua incidéncia e etiologia sdo desconhecidas. E reportado em alguns
pacientes uma predisposicdo familiar e genética do tipo HLA e associagdo com fatores
hormonais como baixo nivel de hidrotestosterona e androstenediona, com fatores
enzimaticos e imunes, como niveis aumentados de auto-anticorpos séricos (CARLI et al.,
1991; ACOG, 1998). CARLI et al. (1991) identificaram um aumento do nimero de células
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de Langerhans em pacientes com liquen, indicando uma ativagéo persistente destas células
intra-epidérmicas apresentadoras de antigenos, sugerindo assim um possivel envolvimento

do sistema imune da pele na patogénese desta lesdo.

TAN et al. (1994), avaliando a atividade proliferativa do liquen, observaram
niveis baixos do antigeno MIB (Ki-67) e altos de p53, contradizendo estudos anteriores que
demonstravam uma atividade metab6lica maior do epitélio, considerando-o como hiper-

proliferativo.

A hiperplasia escamosa € caracterizada por um espessamento do epitélio
secundario a proliferagio de células epiteliais tipicas e desprovidas de outras alteracoes
morfolégicas que a classifique como outras dermatoses especificas, sendo, portanto, um
diagnéstico de exclusdo (ACOG, 1998). Também possui patogénese desconhecida € €
considerada como uma resposta do epitélio vulvar a varios estimulos, alguns ainda ndo
identificados (BORGNO et al., 1988; SAGERMAN et al., 1996).

A maioria dos trabalhos mostra que as lesdes distroficas em geral estdo

associadas ao carcinoma invasivo vulvar em cerca de 40 a 65% dos casos (Tabela 33).

A incidéncia do liquen escleroso varia entre 3 e 70%, com média ao redor de
20%; na hiperplasia escamosa esté4 entre 30 e 65%, com média de 45% e na distrofia mista,
entre 11 e 20% (Tabela 33), sendo a hiperplasia escamosa mais freqiiente do que o liquen
(WOODRUFF, 1991; RUEDA et al., 1994a; McCONNELL et al., 1997; PINTO, 1999).

Atipias epiteliais estdo presentes em cerca de 25% das lesdes distroficas
associadas ao carcinoma invasor, sendo a maioria associada a hiperplasia escamosa. Em
contrapartida, a freqiiéncia de atipias em lesdes distréficas desprovidas de lesdo invasora
esta ao redor de 10% (BORGNO et al., 1988; CRUM & BURKETT, 1989; TOKI et al.,
1991).
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TABELA 33

Incidéncia e tipos de alteragdoes encontradas no epitélio adjacente ao carcinoma invasivo

da vulva em diferentes trabalhos da literatura

Alteracoes encontradas no epitélio adjacente ao carcinoma invasivo

Autor Padrao histolégico da - . . = : -
2 Itera Ll
neoplasia (ne de casos) Sem alteragdes mma niq:& HLP:;L:.E:Ia NIV Il NIV Ill e distrofia
TOKI et al. (1991) Totak=30 casos 4(13,3%) 12 (40%) 2 (6,7%) 12 (40%) -
U=19 (63,3%) 3 (15,8%) 12 (63,2%) 2(105%)  2(10,5%) -
B=8 (26,7%) 1(12,5%) 0 . 0 7 (87,5%) -
C=3(10%) 0 0 : 0 3(100%)
WOODRUFF (1991) Totak=20 casos 1 (5%) 12 (60%) 1(5%) 6 (30%)
KURMAN et al. (1993) u 3.2% 83% = 13,8%
BIC 6% 17% 2 %
HORDING et al. (1994) Totak=78 casos 8(10,2% 36 (46,1%) . 21(26,9%)
U=51 (65,4%) 6(11,8%)  36(70,6%) - 0
B=10 (12,8%) 1 (10%) 0 8 (80%)
C=17 (21,8%) 1(5.9%) 0 3 (76,5%)
RUEDA et al. (1994a) Total=64 casos 1% 31% 9% 19% 30% NIV D: 100% ¢/ D.M.
NIV BIC: 69% c/ liquen
e 94% c/ hiperplasia
TRIBBIA et al. {1995) Totak=37 casos 11% 11% 13% 30% NIV D: 35% ¢/ liquen
KIM et al. (1996) Total=18 casos 3(16,7%) 9 (50%) 2(11,1%) 4(22,2%)
U=14 (77,8%) 2 (14,3%) 9(64,3%  2(14,3%) 1(7.1%)
B=3 (16,7%) 1(33,3%) 0 0 e 2 (66,7%)
C=1(5,5%) 0 0 0 - 1 (100%)
TRIMBLE et al. (1996) Totak70 casos 30(429%)  20(286%  10(14,3%) 19 (27.1%)
U=48 (68,6%) 30(62,5%)  16(33.3%)° 9(18,8%) 2 (4,2%)
BIC=22 (31,4%) 0 4(182%)  1(4.5%) 17 (77,3%)
McCONNELL et al. (1997)  Totak116 casos 18(155%)  43(37,1%)  3(26%  19(164%  14(12,1% NIV - ndo especificado
-11,2% o/ hiperplasia
- 0,9% ¢/ liquen
-4,3% clom D.M.
CARLSON et al. {1998) Totak60 casos 5(8,3%) 31 (51,7%) 14(23,3%  13,3%c/ liquen
(2NIVBIC e 6 NIVD)
Nosso rabalho Total=55 casos 6 (10,9%) 16(291%)  5(91%)  12(21,8%) 8 (14,5%) 6 (10,9%)
U=43 (78,2%) 5 (11,6%) 13(30.2%)  3(T%) 11(256%) 3(T%) 6 (13,9%)
B=6 (10,9%) 0 1(16,7%) 0 0 5 (83,3%) 0
C=4 (7,3%) 0 2 (50%) 1(25%)  1(25%) 0 0
V=2 (3,6%) 1 (50%) 0 1(50%) 0 0 0
o = com () = ndo refendo U-usual B =Dbasaloide  C = condiomatoso  V = Vermucoso

NIV = NIV Il (neoplasia intraepitelial vulvar grau IIl) D = variante diferenciada
D.M. = distrofia vulvar mista (liquen escleroso e hiperplasia escamosa)
* varios casos apresentavam hiperplasia associada ao liquen, porém nao foram discriminados pelo autor

Em concordancia com a literatura, encontramos lesoes distroficas adjacentes a

neoplasia invasora em 60% dos casos, assim distribuidas: hiperplasia escamosa em 29%,

distrofia mista em 21,8% e 9,1% de liquen escleroso. Destes, nove (27,3%) apresentavam

atipias celulares, sendo quatro em lesdes distréficas mistas e cinco em hiperplasias
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escamosas, duas de grau moderado e sete com atipias leves. Devemos ressaltar a
dificuldade de se diferenciar as atipias leves daquelas de padrdo reacional, pois, estas lesdes

sdo freqiientemente pruriginosas, induzindo 2 altera¢des inflamatérias associadas.

A propor¢éo de pacientes com carcinoma invasivo vulvar contendo no epitélio
adjacente, lesdes de NIV III e distréficas, estd altamente relacionada com a variante
histolégica da neoplasia invasora, bem como com o tipo de NIV III. Assim, NIV III
basal6ide e condilomatoso estdo presentes em cerca de 70 a 90% dos carcinomas invasivos
de padrdo basaléide e condilomatoso e em 5 a 14% dos carcinomas queratinizantes usuais.
Inversamente, leses distréficas ocorrem em cerca de 75% dos casos com o padrdo usual e
em at€ 20% das variantes basaléide e condilomatosa (TOKI et al., 1991; KURMAN et al.,
1993; HORDING et al., 1994; KIM et al., 1996; TRIMBLE et al., 1996; CARLSON et al.,
1998). NIV III diferenciado esta associado mais freqlientemente ao carcinoma invasivo
usual e a distrofia (RUEDA et al., 1994a; TRIBBIA et al., 1995; CARLSON et al., 1998).
Por outro lado, as variantes basaléide e condilomatosa de NIV III sdo mais comumente
encontradas nas hiperplasias escamosas, em 70 a 94% dos casos (RUEDA et al., 1994a;
McCONNELL et al., 1997).

Os nossos resultados foram um pouco diferentes de alguns trabalhos. NIV III
estava associada a apenas 50% dos casos de carcinoma invasivo de padrdo basaléide ou
condilomatoso e em 20,9% da variante queratinizante usual. Entretanto, se analisarmos as
duas primeiras variantes em separado, observamos que 83,3% dos casos com a variante
basaléide e nenhum dos condilomatosos, estavam associados ao NIV III; lesbes distroficas

estavam presentes em 16,7% e 100%, respectivamente.

Encontramos uma porcentagem discretamente mais elevada de NIV III
associada ao carcinoma usual. Em concordancia com a literatura, 62,8% dos casos com esta

variante de carcinoma invasivo apresentavam lesdes distréficas adjacentes.

A auséncia de NIV III diferenciado na nossa casuistica, talvez se deva a
dificultade do seu diagnostico, tendo sido interpretado provavelmente como alteragbes

celulares reativas secundarias a inflamagéo, ou como neoplasia intraepitelial grau I.

Deve-se notar que o carcinoma invasivo pode apresentar também lesdes de NIV

III e liquen concomitantemente, em uma freqiiéncia de cinco a 95%, sendo que na maioria
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dos trabalhos esta associagdo ¢ baixa, entre cinco e 17% (TRIBBIA et al., 1995; KAGIE et
al., 1997c; McCONNELL et al., 1997; CARLSON et al., 1998), embora RUEDA et al.
(1994a) tenham encontrado uma incidéncia de 95%, predominantemente nos casos com
hiperplasia escamosa. No estudo de CARLSON et al. (1998), NIV III estava presente mais
freqlientemente nos casos de liquen associado ao carcinoma invasivo, do que naqueles

contendo liquen e desprovidos de neoplasia invasora, respectivamente, 44% e 6%.

Em nosso trabalho, lesdes de NIV III e distréficas concomitantes ocorreram em
apenas seis casos (10,9%), em concordéncia com a maioria dos trabalhos (RUEDA et al.,
1994a; TRIBBIA et al, 1995; KAGIE et al., 1997c; McCONNELL et al, 1997;
CARLSON et al., 1998). Entretanto, nio houve predominancia no grupo de hiperplasia,
sendo que trés apresentavam hiperplasia escamosa e outros trés, distrofia mista ou liquen. E
interessante notar que apenas uma paciente neste grupo tinha menos do que 60 anos de
idade e NIV III de padrio bowenéide; no restante, era NIV da variante basaléide. Em todas
0 carcinoma invasor era da variante usual, e em nenhuma se detectou o HPV. Ao contrério,
das pacientes contendo somente lesGes de NIV III (oito casos), cinco tinha menos de 60
anos, cinco a variante basaléide da neoplasia invasora e em trés foi detectado 0 virus do
HPV; trés apresentavam NIV III basaléide e cinco o padrdo bowenoéide.

A partir destas observagdes, & questionado se o grupo de pacientes contendo
NIV III e liquen concomitantemente seria do ponto de vista etiolégico, distinto daquele
com lesdo de NIV III néio associado 2 distrofia. Esta pergunta ndo pode ser respondida em

nosso trabalho devido ao pequeno niimero de casos.

Estudos com casos-controle mostram que a presenga de historia de leucoplasia
e inflamacdo é fator de risco significante no desenvolvimento do cancer vulvar e ocorre
freqiientemente em mulheres idosas (ANDERSEN et al., 1991; NUOVO et al., 1991b;
JONES et al., 1997; McCONNELL et al., 1997). Os mecanismos pelos quais estas
alteragbes epiteliais benignas desenvolvem carcinoma nio sio bem conhecidos e
provavelmente envolvem alteragdes seqiienciais do epitélio produzidas por eventos
celulares end6genos (TATE et al., 1997).

Em outros sitios cutineos, tem sido bem documentado que os processos
inflamatérios cronicos irritativos estdo associados ao desenvolvimento do carcinoma

invasor (RIDLEY, 1994; SAGERMAN et al., 1996; CARLSON et al., 1998). A hiperplasia
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escamosa mostra sobreposi¢do com a histologia do liquen simples cronico, condigdo
secundaria a acdo de agentes quimicos, bacterianos ou fingicos, sendo que alguns
consideram ambas como condigdes relacionadas. E relatado na literatura 0
desenvolvimento de carcinoma em lesdes cutneas ulceradas de longa data e em dermatoses
com fibrose secundéria, como nas cicatrizes de queimaduras antigas, epidermoélise bolhosa,

acne vulgar, hidradenite supurativa e poiquilodermia, entre outros.

Embora as distrofias vulvares tenham sido consideradas como desordens de
origem nutricional, metabolica, degenerativa, ou de crescimento aberrante, nNUMErosos
estudos tém demonstrado uma etiologia inflamat6ria, com ativagdo persistente das células
apresentadoras de antigenos e de células linfoides em todas as fases evolutivas do liquen e
contendo elementos de cicatrizag@o, uma vez que a esclerose ¢ também uma forma de
fibrose. As lesdes distroficas sdo capazes de causar irritagdo cronica ¢ podem agir como
iniciadores ou como promotores da carcinogénese (BORGNO et al., 1988; RUEDA et al,
1994a; CARLSON et al., 1998).

Assim, a ligagdo entre liquen e carcinogénese parece ser atraves do fendémeno
bem conhecido de inflamagdo cronica € cicatrizagdo, dando origem a neoplasia
(CARLSON et al., 1998). Entretanto, nenhum caminho precursor bem definido que induza

a0 actiimulo de alteracdes genéticas terminando em carcinoma foi ainda comprovado.

A epiderme do liquen mostra um fen6tipo regenerativo cronico, com desarranjo
da arquitetura cutdnea por ativagdo metabolica cronica e alteragdo no padrdo de
crescimento dos queratinécitos. A cronicidade predispde a iniciagdo neoplésica por
aumentar as chances de danos genéticos e conseqiientemente permitir a progressao tumoral,
sendo que o dano ao genoma Jevando 2 instabilidade cromossdmica € manifestado pela
presenga da proliferagéo de queratinécitos atipicos (NIV [1I diferenciado), aneuploidia do
DNA e imunodetecgdo da proteina p53 (CARLSON et al., 1998).

CARLSON et al. (1998) relatam a presenga de expansdo clonal e aneuploidia
nas lesdes de liquen contendo ou nao carcinoma invasor associado, indicando uma possivel
progressdo neopléasica, ou uma caracteristica freqiientemente associada ao carcinoma
localizado na regido do liquen. No estudo de van HOEVEN & KOVATICH (1996), 25%

das leses de liquen eram aneupléides
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Além disso, o infiltrado inflamat6rio e seus mediadores como os radicais livres
que acompanham estas leses, também podem servir como fontes endégenas de
mutagénicos, causando dano a0 DNA e mutagio (CARLSON et al., 1998).

Fora do trato genital, o liquen parece ndo ter potencial maligno. TAN et al.
(1994) demonstraram que na regifo vulvar havia indices maiores de imunodetecgiio da
proteina p53 e menor de MIB (Ki-67) quando comparados com sitios extragenitais,
sugerindo que o liquen tenha um papel e comportamento biologico diferente no

desenvolvimento do carcinoma nestas localizagdes.

Na hiperplasia escamosa, estes achados sio contraditérios. KIM et al. (1996) e
CARLSON et al. (1998) encontraram policlonalidade, indicando um processo reativo e ndo
um precursor neoplasico do carcinoma. Assim, esta entidade poderia ser simplesmente o
reflexo das alteragSes epiteliais em resposta a lesdo invasora ou i irritagdo e inflamagéio

cronicas.

TATE et al. (1997) estudaram o padrio de clonalidade em epitélio vulvar
normal, nas lesdes de NIV e nas hiperplasias escamosas e identificaram o padrdo policlonal
em 83,3% dos casos com epitélio normal e padrdo monoclonal em 87,5% das lesdes de
NIV, 50% das hiperplasias escamosas e em 100% dos casos de liquen (os quais eram
apenas dois casos). Embora este trabalho ndo indique se o padrédo monoclonal € relevante
para o risco de desenvolver cancer nestes casos, ele mostra que a expansio clonal pode

ocorrer na auséncia ou preceder o fenétipo neoplésico de NIV.

PINTO et al. (2000), analisando lesdes distréficas (hiperplasia escamosa e
liquen escleroso) e neoplasia intraepitelial vulvar grau III, verificaram que é comum a
presenca de instabilidade cromossomica nestas lesGes e sugerem que hd um aumento
progressivo destas instabilidades na progressdo da mucosa normal para neoplasia
intraepitelial. Estes achados podem indicar que estas lesdes contendo instabilidade alélica

possuem risco aumentado para o desenvolvimento de neoplasias invasivas.

Assim, parece que uma diversidade de condigdes pré-neoplésicas podem
coexistir com o liquen, algumas como, por exemplo, NIV III, identificaveis a microscopia
Optica, enquanto que outras, apenas através de testes especiais como a analise do contetido
do DNA (CARLSON et al., 1998).
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Estudos relacionando a presenca do HPV em lesdes distroficas sdo escassos €
contraditérios. KAGIE et al. (1997¢) ndo detectaram o virus em nenhum caso de liquen e
SAGERMAN et al. (1996) ¢ van HOEVEN & KOVATICH (1996), em 66,7% e 20%,

respectivamente.

A maioria dos estudos ndo conseguiu identificar o virus nas lesdes de
carcinoma invasivo associado ao liquen, mesmo com a utilizagéo de técnicas mais sensiveis
de detecgdo como o PCR, indicando que o HPV ndo esta implicado na etiologia do liquen e
na indugdo de alteragdes malignas nesta desordem (NEILL et al., 1990; TOKI et al., 1991;
HORDING et al., 1994; KAUFMAN, 1995; MILDE-LANGOSCH et al., 1995). Entretanto,
HORDING et al. (1991) e ANSINK et al. (1994) encontraram positividade em 50% e
36,8% dos casos, respectivamente. SAGERMAN et al. (1996) detectaram o virus em 15,8%
das pacientes com lesdes distroficas associadas a0 carcinoma invasivo, embora a presen¢a
ou auséncia de hiperplasia escamosa nao mostrasse diferenca estatistica. Os indices de
detecgdo viral nas distrofias associadas ou desprovidas de neoplasia invasora foram
distintos e significantes do ponto de vista estatistico. No trabalho de PINTO (1999), através
da reagio em cadeia da polimerase, o HPV foi detectado em 16,2% das hiperplasias

escamosas ¢ em 13,6% das lesdes de liquen escleroso.

A presenga do HPV nas lesdes distroficas, embora seja geralmente pouco
freqiiente, indica que ambos nfo sdo mutuamente exclusivos e podem atuar conjuntamente
como co-fatores na evolugdo de pelo menos alguns casos de neoplasia vulvar e que também
nio é possivel dividir o carcinoma vulvar em duas entidades distintas, isto €, uma
relacionada ao HPV e a outra ndo, tendo-se como base apenas a idade da paciente ou a
presenga de alteragdes distroficas (ANSINK et al., 1994; COSTA et al., 1995; HAEFNER
et al., 1995; CARLSON et al., 1998).

BORGNO et al. (1988) observaram que o carcinoma invasivo vulvar contendo
NIV III no epitélio adjacente, freqiientemente apresentava também alteragdes de HPV e
hiperplasia escamosa associada, sugerindo que o virus poderia estar envolvido na génese da

hiperplasia escamosa com atipias.

HAEFNER et al. (1995), estudando seis casos de NIV III associados ao liquen,
detectaram o virus em trés deles; todos eram da variante bowenodide ou basaléide e um

tinha carcinoma invasivo associado. Os trés casos negativos eram NIV III da variante
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diferenciada. Entretanto, eles notaram que o HPV n#o estava presente nas dreas de liquen,
sugerindo que o virus ndo est4 diretamente associado com o liquen e que as lesbes de NIV ¢
carcinoma invasivo se desenvolveram através de outros mecanismos ndo relacionados ao
virus, indicando a existéncia de duas formas de neoplasia associada ao liquen, uma

associada ao HPV e outra nio.

Embora a detecgdo viral fosse baixa no nosso trabalho, em apenas quatro casos,
todas as pacientes tinham menos de 60 anos, trés eram carcinoma invasivo basaldide e
apresentavam alteragdes coilocitdticas associadas. Quatro tinham NIV III no epitélio
adjacente e uma lesdo distréfica representada por hiperplasia escamosa. Interrogamos se a
hiperplasia ndo poderia ser apenas um fendémeno secundario a infecgdo viral e nio uma

entidade patologica distinta.

A auséncia de um modelo histolégico documentando a progressdo das
distrofias, e em particular do liquen, para o carcinoma invasor a partir de uma lesdo
precursora bem definida, leva-nos a questionar se estas lesdes representam uma
incriminagéo por associagdo, se sdo somente uma resposta do epitélio ao desenvolvimento
da neoplasia invasora ou a um estimulo inflamatério inespecifico associado, ou se sdo
alteragbes pré-malignas verdadeiras e até agora, nenhum estudo conseguiu provar que a
distrofia ¢ indubitavelmente um fator de risco importante (TRIBBIA et al., 1995: KAGIE et
al., 1997a; CARLSON et al., 1998).

Muitas mulheres contém lesGes de liquen e poucas o carcinoma invasivo vulvar
(NEILL et al., 1990; TRIBBIA et al., 1995; CARLSON et al., 1998). Seria isto secundério
ao tratamento preventivo destas lesdes, ou existiriam outros co-fatores como, por exemplo,
as alteragdes genéticas, a susceptibilidade individual e a exposigio a carcindgenos
ambientais, que quando associados induziriam o desenvolvimento neoplasico? Além disso,
uma propor¢do significante de mulheres idosas contendo carcinoma vulvar nio apresenta
historia de doenga inflamatéria cronica (ANDERSEN et al., 1991; CRUM, 1992).

A presenga de padrdes morfologicos distintos do carcinoma invasivo vulvar, de
diferentes alteragdes no epitélio adjacente a neoplasia invasora, a variabilidade do indice de
detec¢do do HPV e a heterogeneidade das caracteristicas clinicas, sugerem que o carcinoma
da vulva ¢ uma doenga multifatorial onde o HPV, as alteragdes distroficas e as doengas

inflamatérias cronicas exercem um papel etiolégico, atuando sinérgicamente ou de forma
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isolada. Assim, parece que ¢ uma doenca de padrdo bimodal, uma ocorrendo em mulheres
mais jovens e possivelmente atribuida & infeccdo por HPV e outra, acometendo mulheres
mais idosas e sem caracteristicas epidemiologicas de doenca sexualmente transmissivel,
cuja patogénese ainda ndo € conhecida, podendo ser idiopética, ou secundaria a doengas
inflamatérias cronicas ou distréficas da regido vulvar (CRUM, 1992; HORDING et al.,
1993; RIDLEY, 1994; COSTA et al, 1995; FRANCO, 1996; SAGERMAN et al., 1996;
PINTO, 1999).

A importancia relativa destas diferentes condigbes na patogénese do carcinoma
vulvar é ainda objeto de debate e as alteragdes epiteliais associadas ao carcinoma nio sdo
necessariamente OS Seus precursores criticos (BORGNO et al., 1988; SOINI et al.,, 1994;
COSTA et al., 1995; HOMESLEY, 1995; EDWARDS et al., 1996; KAGIE et al., 1997a).

E de extrema importancia descobrir se o cancer vulvar tem uma fase pré-clinica
que poderia ser detectada precocemente permitindo um tratamento adequado e prevenindo
assim o desenvolvimento de neoplasia invasora e conseqiientemente, diminuindo a sua
incidéncia (GILES & KNEALE, 1995; TRIBBIA et al., 1995; EDWARDS et al., 1996).
Entretanto, devido a estas incertezas, o tratamento das neoplasias intraepiteliais vulvares e

das desordens epiteliais nfo neoplasicas ainda estdo em discussdo (KAGIE et al., 1997a).

No que se refere ao provavel papel do HPV na origem do carcinoma vulvar,
mesmo no grupo de mulheres jovens e naquelas pacientes com carcinoma cervical, algumas
observa¢des indicam que o virus sozinho ndo € o suficiente para o desenvolvimento €
progressdo destes tumores, entre elas (CRUM & BURKETT, 1989; BRINTON et al., 1990;
MILDE-LANGOSCH, BECKER, LONING, 1991; KIM et al., 1996):

-embora as neoplasias estejam geralmente associadas a tipos especificos do HPV, isto
é, aos tipos 16/18, apenas uma pequena proporgdo das infecgdes com o HPV 16/18
se maligniza; além disso, foram identificados em alguns casos os tipos de baixo

risco oncogeénico;

-no carcinoma cervical, nem sempre o HPV encontra-se integrado ao DNA da célula

hospedeira;

_em cerca de 10-20% das neoplasias escamosas cervicais intraepiteliais e invasoras

ndo se detecta o virus;
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-as diferencas entre as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e da idade média das
pacientes contendo NIV e daquelas com carcinoma invasor, sugerem que a sua

evolugdo para neoplasia invasora envolve mais fatores do que o HPV sozinho.

Assim, a necessidade de eventos adicionais para o desenvolvimento e
progressdo dos tumores cervicais e vulvares € consistente com a visio de que a
tumorigénese € um processo com multiplos passos e com o envolvimento de outros co-
fatores como o fumo, fatores imunes, ambientais, habitos, alteragbes genéticas, etc (CRUM
& BURKETT, 1989; BRINTON et al, 1990; ANDERSEN et al, 1991; MILDE-
LANGOSCH et al., 1991; KIM et al., 1996).

Certos aspectos no desenvolvimento do carcinoma vulvar sugerem que ocorrem
alteragdes genéticas no epitélio escamoso precedendo o desenvolvimento do cancer, pois:
as mulheres sdo geralmente idosas, ndo tém relagdo com a presenga ou auséncia do HPV,
freqiientemente, porém ndo invariavelmente, segue-se as lesdes distréficas ¢ comumente
sdo identificadas atipias celulares no epitélio adjacente (TATE et al., 1994, 1997). A
maioria dos estudos até o momento teve como objetivo avaliar as conseqiiéncias da
infec¢do viral e o seu papel no desenvolvimento neoplésico na regifio vulvar e as pesquisas
das alteragSes genéticas especificas que poderiam estar implicadas no desenvolvimento do
carcinoma invasivo vulvar sio muito limitados (EDWARDS et al., 1996).

Entretanto, o fato € que encontramos diferencas significantes entre os grupos de
pacientes contendo lesées de NIV III ou distréficas associadas ao carcinoma invasor,
quanto as idades médias, aos tipos histologicos e a presenga de alteragdes coilocitoticas, em
concordancia com os trabalhos de HORDING et al. (1994), MILDE-LANGOSCH et al.
(1995), e CARLSON et al. (1998) e diferente dos achados de MITCHELL et al. (1993) e
KAGIE et al. (1997c), os quais nfo observaram esta relacgo.

3. 7. 13. Gene supressor tumoral P53

No carcinoma vulvar os estudos sdo escassos e parece que a freqgiiéncia da
imunodetecgdo da proteina p53 e de mutag@o no gene P53 é maior do que no colo uterino,
respectivamente 44% e 14% (TERVAHAUTA et al., 1993; LEE et al., 1994; HIETANEN
et al., 1995b; KIM et al., 1996; KAGIE et al., 1997b). Além de escassos, os resultados sio
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variaveis, limitados e com pequeno numero de casos avaliados. Isto € consistente com a
teoria de que a inativagdo do gene P53 ¢ um fendmeno crucial na carcinogénese do trato
genital feminino inferior, seja através da formagéo de complexos com a oncoproteina viral
E6, seja através de mutagdes genéticas, demonstrado pela presenca do P53 em tumores
contendo ou ndo o HPV (PILOTTI et al., 1993b, 1995; LEE et al., 1994; MONK et al,,
1995; KAGIE et al., 1997b).

Assim, com a maior incidéncia de infecggo por HPV no colo uterino e menor na
regido vulvar, é de se esperar que haja um maior indice de mutagdes no carcinoma da
vulva, pelo menos no grupo de pacientes mais idosas, onde o HPV € raramente detectado.
Isto poderia levar-nos a concluir que as mutagdes no gene P53 sdo mais importantes do que
a infeccio por HPV na carcinogénese vulvar na maioria das pacientes (TERVAHAUTA et
al., 1993; LEE et al., 1994; HIETANEN et al., 1995a, 1995b; MILDE-LANGOSCH et al.,
1995: PILOTTI et al., 1995; KIM et al., 1996; McCONNELL et al., 1997).

TERVAHAUTA et al. (1993) observaram que a protefna p33 era mais
fregiientemente identificada em pacientes mais idosas. Assim, na auséncia do virus, a
aquisiio de mutagdo do P53 pode ser secundaria ao acimulo de mutagdes somaticas
tempo-dependentes, justificando o desenvolvimento do carcinoma mais tardiamente, visto
que o carcinoma vulvar ocorre em faixa etaria mais avancada e que a sua incidéncia
aumenta em fungdo direta com a idade; nas mulheres mais jovens, o gene pode ser
inativado pela oncoproteina viral E6, permitindo que a neoplasia invasora se desenvolva
uma ou duas décadas mais cedo (LEE et al., 1994; HIETANEN et al., 1995b; MONK et al.,
1995). Além disso, também tem sido sugerido que a mutagao esponténea do P53 pode se
originar a partir de erros na sintese do DNA ¢ do reparo associados a uma atividade celular
proliferativa aumentada, secundéria a fendémenos irritativos continuos como a inflamacéo

cronica e lesdes distroficas, entre outras (HIETANEN et al., 1995b).

A relagiio entre detecgdo do virus e do P53 no carcinoma invasivo vulvar
também é controvertida, sendo observados casos com € sem mutagio, contendo ou ndo o
HPV, com reagdo imuno-histoquimica para a proteina p33 positiva ou negativa (MILDE-
LANGOSCH et al., 1995). Entretanto, nota-se que a maioria dos carcinomas vulvares ndo
apresentam o virus e que mais da metade contém gene mutado. Os casos onde ndo sdo

detectados mutagdes e tampouco o virus sugerem que devam existir outros mecanismos
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patogenéticos envolvidos e que sdo independentes da inativagio direta do gene P53
(PILOTTI et al., 1993b; LEE et al., 1994: KIM et al., 1996).

PINTO et al. (1999), identificou perdas alélicas em 32% dos carcinomas
invasivos vulvares, independentemente da presenga ou auséncia do HPV e sugerem que os
tumores HPV-negativos e positivos, a despeito das patogéneses distintas, apresentam
similaridades no tipo e espectro das perdas alélicas durante a sua evolugdo. Ao contrario do
colo uterino, a prevaléncia de perda alélica foi no cromossomo 17p (58,3%), sitio do gene
supressor tumoral P53.

Embora alguns trabalhos nfo mostrem correlagéo entre a presenca do virus e a
mutacdo do P53 (MILDE-LANGOSCH et al., 1995), parece haver uma tendéncia dos
carcinomas HPV-negativos apresentarem uma maior incidéncia de muta¢des, quando
comparados com aqueles onde o virus estd presente (PILOTTI et al., 1993b;
TERVAHAUTA et al., 1993; KAGIE et al., 1997b).

HIETANEN et al. (1995a), avaliando nove linhagens de carcinoma vulvar
invasor, encontraram mutagdo em oito e o virus em apenas um caso, este desprovido de
alteragdo no gene P53. HIETANEN et al. (1995b) identificaram muta¢des em cinco de oito
linhagens estudadas; apenas uma continha o HPV, porém, desprovida de mutagao.

PILOTTI et al. (1993b) e KIM et al. (1996) ndo detectaram o virus em nenhum
caso com mutagdo € LEE et al. (1994), em 20% dos casos. Além disso, estes ultimos
autores observaram que o virus estava presente em 69% dos casos onde ndo havia

expressdo protéica do gene mutante.

No estudo de MILDE-LANGOSCH et al. (1995), a presenca de mutagdes tinha
distribuicdo semelhante nos grupos com neoplasia associada ou ndo ao HPV,

respectivamente em 45,5% e 55,2% dos casos.

PILOTTI et al. (1995) detectaram o HPV em 29,4% dos casos de carcinoma
invasivo vulvar, sendo que neste grupo onde o virus estava presente, 40% também tinham

proteina p53 mutante.

Quanto ao exame imuno-histoquimico para a deteccdo da proteina pS3,

observa-se em diferentes estudos a sua presenca concomitantemente & detecgdo do virus em
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33 a 83% dos casos (TERVAHAUTA et al., 1993; MILDE-LANGOSCH et al., 1995;
PILOTTI et al., 1995; KAGIE et al, 1997b). MILDE-LANGOSCH et al. (1995) e KAGIE
et al. (1997b) encontraram aumento na detecgdo da p53, com distribui¢io semelhante nos
casos contendo ou ndo o HPV. Entretanto, KAGIE et al. (1997b) ressaltam que se fossem
considerados somente 0s casos com reagdo fortemente positiva, a distribuigdo era diferente
do ponto de vista estatistico, presente €m 41% dos casos desprovidos do virus € em

somente 12% daqueles onde o HPV estava presente.

Inversamente, cerca de 23 a 35% dos casos ndo contém o virus € tampouco a
proteina p53 (PILOTTI et al., 1995; KAGIE et al., 1997b).

No carcinoma invasivo vulvar, mutagéo do P53 ocorre em uma fregiiéncia de
22 a 62,5% dos casos, com média ao redor de 40% ¢ a imunodetecgdo entre 50 e 88%, com
média de 65% (PILOTTI et al., 1993b, 1995; TERVAHAUTA et al., 1993; LEE et al,
1994; HIETANEN et al., 1995b; KOHLBERGER et al., 1995; MILDE-LANGOSCH et al.,
1995: KIM et al., 1996; KAGIE et al, 1997a, 1997b; McCONNELL et al., 1997; SLIUTZ
et al., 1997; CARLSON et al., 1998).

Poucos s3o os trabalhos que correlacionam a presenca de mutagdo com a
expressdo protéica, a maioria nio conseguindo associd-las. MILDE-LANGOSCH et al.
(1995) observaram que 62% dos casos contendo mutagdo € 36,8% sem, tinham proteina

aumentada, sendo que em 57% daqueles sem mutagdo. a intensidade da colorag@o foi fraca.

PILOTTI et al. (1993b) notaram que 75% dos casos com muta¢do € 100%
daqueles sem, tinham a proteina p53.

PILOTTI et al. (1995) detectaram a p53 em 83% dos casos com e em 90% sem

mutagéo, sendo que neste iltimo grupo, em 56% a coloragdo era de forte intensidade.

HIETANEN et al. (1995b), analisando quatro linhagens celulares do carcinoma
vulvar com niveis aumentados da proteina p53, identificaram mutagdes em trés delas
(75%).

Assim como na neoplasia invasora, existem menos informagdes ainda sobre o
estado do gene P53 nas lesdes pré-cancerosas, distroficas e mesmo no epitélio normal da

vulva adjacente & neoplasia invasora.
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O epitelio normal adjacente ao carcinoma raramente € positivo para a proteina
p53 (SOINI et al., 1994; KIM et al., 1996; McCONNELL et al., 1997). KAGIE et al
(1997a) encontraram reagdo positiva em 13% dos casos estudados e também, em 18% das

neoplasias intraepiteliais vulvares grau I e em 18% no grau II.

No trabalho de KOHLBERGER et al. (1998), todos os casos de NIV III
adjacentes 4 neoplasia invasora foram negativos. KAGIE et al. (1997a) encontraram
positividade em 13% e MILDE-LANGOSCH et al. (1995) e McCONNELL et al. (1997)

em cerca de 35% dos casos.

Em relagdo as lesdes distroficas, a sua detecgdo é muito variada, entre 0-14%
nas areas de hiperplasia escamosa (KIM et al., 1996; KAGIE et al., 1997a), 27-76% no
liquen escleroso (MILDE-LANGOSCH et al., 1995; KAGIE et al., 1997a; CARLSON et
al., 1998) e em 27% das lesdes distroficas em geral (McCONNELL et al., 1997).

MILDE-LANGOSCH et al. (1995) encontraram mutagdes em 70% dos
carcinomas associados ao liquen escleroso, embora a detecgdo da proteina tenha ocorrido

em somente 40% deles.

CARLSON et al. (1998) identificaram a p53 em 76% dos carcinomas contendo
liquen adjacente ¢ em 85% das lesGes desprovidas do mesmo; entretanto, foi significante a
presen¢a de maior numero de casos com reagdo fortemente positiva dentro do grupo com

liquen escleroso.

McCONNELL et al. (1997) ndo notaram diferengas significativas na
distribui¢do da proteina p53 entre os diferentes tipos de lesGes distroficas.

TAN et al. (1994) em um estudo comparativo entre lesdes de liquen escleroso
na regido vulvar e em localizagdes extra-genitais, observaram maior detec¢do da proteina
p53 na vulva e as dreas de liquen eram mais fortemente positivas do que o epitélio vulvar
normal. Estes autores referem que fora do trato genital, o liquen ndo tem potencial maligno

e questionam se estas diferengas exercem um papel na patogénese do carcinoma vulvar.

SOINI et al. (1994) realizaram estudo imuno-histoquimico para a detecg¢do da
proteina p53 e do marcador de proliferacio celular PCNA em lesdes de liquen e

identificaram reag@o positiva para ambos nas camadas basal e parabasal do epitélio em 73%
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e 91% dos casos respectivamente e notaram que aqueles com coloragdo mais intensa para a
protefna p53 estavam diretamente relacionados & maior expressdo do PCNA e ao mimero
de mitoses. Para os autores, estas observagdes confirmam a hipotese de que a positividade
da reagdo ¢ resultante do acumulo da proteina p53 nido mutante, refletindo talvez um alto

indice de apoptose.

CARLSON et al. (1998) encontraram maior positividade para a p53 em lesSes
de liquen quando comparados com grupos-controle contendo liquen simples crénico ou
epitélio normal, nas pacientes com carcinoma invasivo associado ao liquen em comparagao
com aquelas desprovidas de distrofia e também nas lesdes aneupldides. Os autores afirmam
que esta marcada positividade nos casos de liquen indica pelo menos um alto nivel de
reparo do DNA celular com actimulo de proteina ndo funcionante, sendo responsavel pela
indugdo da maioria das instabilidades genéticas, atestando assim, a importancia do gene
P53 e o seu envolvimento precoce na carcinogénese vulvar. Entretanto, ainda nfo se sabe
ao certo a origem destas mutacbes nas lesdes de liquen, se secunddrias a agdo de

carcinégenos exdgenos ou de processos biologicos endogenos.

KAGIE et al. (1997a) consideram que a detecgdo da proteina p53 na seqiiéncia
variando desde o epitélio adjacente normal até a neoplasia invasora € freqiiente e que a sua
presenca em lesdes distréficas pode indicar caracteristicas de alteragdes pré-malignas ou,
apenas uma resposta de reparagdo ao dano do DNA. KIM et al. (1996) referem que a
auséncia de mutacio nas lesdes de hiperplasia escamosa adjacente ao carcinoma indica que
esta entidade ndo é um precursor direto dos tumores HPV negativos na maioria dos casos

ou, que a mutagdo ocorre tardiamente na progressio da neoplasia.

Em neoplasias associadas a NIV III e a distrofia concomitantemente, a
imunodeteccdo da p53 estava presente entre 32 a 63% dos casos nos trabalhos de KAGIE et
al. (1997a) e McCONNELL et al. (1997), respectivamente. KAGIE et al. (1997a) referem
que em um caso a reagdo positiva ocorreu em ambos os epitélios alterados, em cinco

somente na lesdo de NIV e em trés, apenas no epitélio distrofico.

McCONNELL et al. (1997) ndo encontraram correlagdo entre o tipo de
alteragdo do epitélio adjacente e a detecgfo da proteina p53, embora tenham notado que o
grupo que mais corou foi aquele contendo lesdo de NIV III associado a lesdo distréfica.

Além disso, a reagdio positiva presente em toda a espessura do epitélio foi mais freqiiente
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nas pacientes com NIV, sozinha ou associada 4 distrofia, quando comparadas com aquelas

contendo apenas alteragdes distroficas.

A observagdo de que as lesdes pré-cancerosas cervicais e vulvares apresentam
uma freqiiéncia menor de positividade da proteina p53 do que os carcinomas invasivos,
levam a interpretagdes contraditérias onde alguns autores consideram que isto significa que
a mutagdo € um evento inicial na carcinogénese (AKASOFU & ODA, 1995; MILDE-
LANGOSCH et al.,, 1995), enquanto que para outros, este seria um evento tardio e nio
precede a invasio (TERVAHAUTA et al., 1993; WALTS et al., 1993; PILOTTI et al.,
1995; ter HARMSEL et al., 1995; KIM et al., 1996).

Em concordéncia com os trabalhos da literatura, detectamos a proteina p53 em
58.2% dos casos, 81,3% de moderada ou forte intensidade. Estava diretamente associada
apenas a profundidade de invasdo estromal maior do que trés milimetros e & presenca de
alteragGes coilocitéticas. Ndo observamos correlagdo com a idade média das pacientes, com
o tipo histologico e o grau de diferenciagdo da neoplasia, com a detecgdo do virus, com a

presenca de metastases ganglionares ou com lesdes recidivantes.

McCONNELL et al. (1997) nfo encontraram relagdo com a profundidade de
invasdo. Os trabalhos de MILDE-LANGOSCH et al. (1995) e KAGIE et al. (1997a, 1997b)

ndo conseguiram demonstrar relagdo com as variantes histologicas.

TERVAHAUTA et al. (1993) e MILDE-LANGOSCH et al. (1995)
identificaram maior positividade no grau histolégico I ¢ McCONNELL et al. (1997) nos
grupos com grau [ e II, enquanto WALKER et al. (1989), TERVAHAUTA et al. (1993) e
SLIUTZ et al. (1997), ndo encontraram relagio com o grau histolégico.

A detecgdo da proteina p53 estava associada a presenca de metastases
ganglionares no estudo de McCONNELL et al. (1997), ao contrario dos achados de
PILOTTI et al. (1995).

Embora alguns autores considerem este método como marcador progndstico,
WALKER et al. (1989) e MILDE-LANGOSCH et al. (1995) ndio conseguiram

correlacionar a positividade da proteina p53 com o estadio clinico da doenca.
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A distribuicdo das alteragdes epiteliais adjacentes foi semelhante nos grupos
positivos e negativos. Encontramos reagao positiva no epitélio adjacente a neoplasia
invasora em oito casos (25%), contendo hiperplasia escamosa, NIV I, II, III e doenca de
Paget. Em um caso com hiperplasia e em outro com NIV II bowendide, a positividade
estava localizada apenas no epitélio alterado; no restante, também havia reagdo positiva no

tumor invasivo.

3.8. OUTRAS VARIANTES HISTOLOGICAS RARAS DO CARCINOMA INVASIVO DA VULVA

Antes de finalizar o tépico do carcinoma invasivo, queremos apontar para a
presenca de uma paciente de 88 anos contendo doenca de Paget multifocal associada ao
tipo histolégico usual pouco diferenciado com queratinizagao focal, sem sinais de infec¢éo

viral e com detecgdo da proteina p53 nas areas de invasio € nas células de Paget.

A doenca de Paget vulvar é incomum e estd presente principalmente em
mulheres idosas, com idade média de 65 anos, embora a vulva seja 0 sitio extra-mamario
mais freqiiente, correspondendo a 1-5% das neoplasias vulvares (HOMESLEY, 1995;
KODAMA et al., 1995).

Mesmo com a utilizacao de recursos imuno-histoquimicos € ultraestruturais, a
sua histogénese € ainda incerta e com opinides divergentes. Alguns autores acreditam que
as células de Paget se originam da transformagdo de células germinativas pluripotentes
intraepidérmicas ou da porgéo poral dos ductos sudoriparos; outros acham que € secundaria
4 migragdo de células neoplasicas para a epiderme originarias de neoplasia subjacente ou
interna regional (GUARNER, COHEN, DeROSE, 1989; EDWARDS et al., 1996).

Apenas 20 a 30% das pacientes apresentam historia de outras neoplasias,
predominantemente na mama ¢ trato genito-urindrio (HOMESLEY, 1995; KODAMA et
al., 1995; EDWARDS et al., 1996).

KODAMA et al. (1995) e EDWARDS et al. (1996) encontraram maior
freqiiéncia de neoplasias primarias das glandulas sudoriparas e de Bartholin. No nosso caso,
a neoplasia subjacente era do tipo escamoso € embora pouco diferenciado, havia

queratinizagdo focal, indicando origem escamosa.
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S@o raros os relatos na literatura associando doenca de Paget com o carcinoma
epiderméide. LeBOIT, CRUTCHER, SHAPIRO (1992) referem que entre as neoplasias
que podem mais raramente causar disseminagio pagetéide estdo: carcinoma de Merckel
onde o autor relata seis casos, Doenga de Bowen, melanoma maligno, linfoma cutineo de

células T, carcinoma sebdceo, histiocitose X e carcinoma.

Dentre os 30 casos estudados por KODAMA et al. (1995), nove apresentava
carcinoma indiferenciado subjacente. ISHIZAWA et al. (1998) relatam um caso associado

ao carcinoma basocelular.

KODAMA et al. (1985) encontraram coexisténcia de Paget vulvar com quatro
carcinomas indiferenciados e um carcinoma epiderméide. Neste ultimo, as lesdes estavam

localizadas em édreas distintas, diferente do nosso caso.

Assim como nés, BORNSTEIN et al. (1988b) e SNOW et al. (1992) nio
detectaram o HPV nas células de Paget através da hibridizaciio molecular i situ.

Quando a doenga de Paget apresenta-se apenas como lesdo intraepitelial o
prognostico € bom, embora exista alta freqiiéncia de recidivas e é pobre, com metastases
precoces naquelas associadas a neoplasia invasora subjacente (KODAMA et al., 1995).

Outra peculiaridade que gostariamos de relatar é a presenga de dois casos
diagnosticados como carcinoma verrucoso. As pacientes tinham 78 ¢ 80 anos de idade,
respectivamente e nenhuma apresentava alteragdes coilocitéticas ou exame positivo para o
HPV e p53. Uma estava associada ao liquen escleroso e a outra ndo tinha alteracdes no

epitélio adjacente a neoplasia invasora.

Esta entidade € considerada como uma variante bem diferenciada do carcinoma
escamoso, com baixo grau de malignidade, curso clinico indolente, localmente destrutiva,
com recorréncias freqilientes e metdstases raras (PILOTTI et al., 1984; ANDERSEN &
SORENSEN, 1988; BRISIGOTTI et al., 1989; ACOG, 1994). E uma doenga pouco
freqiiente e acomete mulheres p6s-menopausadas, com pico entre a sexta e sétima década
(PILOTTT et al., 1984; ANDERSEN & SORENSEN, 1988; BRISIGOTTI et al., 1989;
ACOG, 1994).
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Entretanto, a sua real incidéncia ¢ dificil de ser estimada devido a erros
diagndsticos e a sua classificagdo com outros nomes COmoO condiloma acuminado,
condiloma acuminado gigante, hiperplasia escamosa, carcinoma €scamoso bem
diferenciado e carcinoma escamoso condilomatoso (PILOTTI et al., 1984; ACOG, 1994).

E caracterizado microscopicamente por hiperqueratose, acantose, papilomatose
e crescimento endofitico, com formagio de massas tumorais com bordos arredondados e de
aspecto compressivo na interface com o estroma. As atipias nucleares sdo minimas e pode
conter altera¢des coilocitoticas (ANDERSEN & SORENSEN, 1988; BRISIGOTTI et al,
1989). Pode também coexistir com o liquen escleroso, presente em quatro dos cinco casos
estudados por BRISIGOTTI et al. (1989) e mais raramente, apresentar neoplasia
intraepitelial adjacente (PILOTTI et al., 1984, 1993a; ANDERSEN & SORENSEN, 1988).

Encontramos apenas dois trabalhos de carcinoma Verrucoso vulvar com
pesquisa do gene P53. TERVAHAUTA et al. (1993) detectaram a proteina p53 no nico
caso estudado, ao contrario do nosso trabalho e de PILOTTI et al. (1993a), o qual ndo
identificou alteragdes da proteina bem como do gene P53 através do segiienciamento do

DNA e compativel com o curso indolente desta lesdo.

A sua etiologia é ainda controvertida. Embora o HPV tenha sido detectado em
carcinoma verrucoso da cavidade oral, regifio anogenital € pele em geral (BUSCEMA et al,
1988: TERVAHAUTA et al., 1993), outros ndo conseguiram identifica-lo (PILOTTI et al.,
1984, 1993a; ANDERSEN & SORENSEN, 1988). Apesar de serem relatados fatores de
risco como o alcool, fumo e o baixo nivel de higiene local (ANDERSEN & SORENSEN,
1988), eles estdo presentes em apenas uma minoria dos casos. Assim, € necessario que

sejam realizados mais estudos devido a sua raridade ¢ dificuldade diagndstica.
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4. ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS TRES GRUPOS DE PACIENTES

Na tentativa de identificarmos a existéncia de um grupo de pacientes com
fatores de risco semelhantes aos daquelas com NIV III e com o intuito de estudar o grupo
contendo carcinoma escamoso superficialmente invasivo por serem extremamente raras e
verificarmos a qual dos grupos se aproximava mais, se das pacientes contendo NIV III ou

carcinoma invasivo, realizamos a comparagio das caracteristicas encontradas nos trés

grupos.

Como pudemos observar na tabela 19, houve diferenga significativa entre os
trés grupos de pacientes quanto a idade média, & presenca de lesdes multicéntricas, de
alteragdes coilocitéticas ¢ de condiloma, com a detecgio do HPV e da proteina p53.
Entretanto, esta diferenga foi secundaria a heterogeneidade acentuada entre as pacientes do
grupo com NIV III e com carcinoma escamoso invasivo e talvez também devido ao

pequeno nimero de casos de carcinoma superficialmente invasivo.

Nos trés grupos de pacientes, a idade média foi semelhante entre aquelas
contendo lesSes multicéntricas, condiloma, alteragdes coilocitéticas, NIV III bowenoide, a

presenga do HPV e da proteina p53.

Sdo escassos os trabalhos na literatura sobre o carcinoma superficialmente
invasivo, muito provavelmente pela sua raridade, tornando-se dificil a sua interpretagdo
adequada devido a utilizagdo de diferentes pardmetros para a graduagio da profundidade de
invasdo estromal.

WILKINSON (1991) relata que lesdes com até um milimetro de invasio
apresentam NIV III adjacente em até 60 a 83% dos casos e que 50% contém alteragdes
coilocitéticas. NOs observamos estas caracteristicas em 88,9% e 100% dos casos,

respectivamente.

Quanto a idade média das pacientes, esta foi de 57,9 anos, enquanto que
PILOTTI et al. (1989), HORDING et al. (1991) e van der VELDEN et al. (1996),
encontraram respectivamente idade média de 49,2, 52,5 e 45 anos, sendo que o critério
limite da profundidade de invasdo foi de trés ou cinco milimetros.
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Como nos trabalhos de HORDING et al. (1991), NUOVO et al. (1991b) e
TRIMBLE et al. (1996), encontramos diferengas significantes entre as idades médias das
pacientes com lesdes de NIV III e carcinoma invasor. Entretanto, ndo havia diferenca entre
as contendo NIV III bowenéide sozinho e aquelas com NIV III bowendide associado ao
carcinoma invasivo, diferente dos resultados obtidos por HAEFNER et al. (1995).

Embora tenhamos observado que a idade média e o indice de detecgdo viral no
carcinoma invasivo basal6ide se aproxima ao dos casos de NIV III, nfo observamos como
relatado na literatura, esta associagdo com a variante condilomatosa (TRIMBLE et al,
1996; PILOTTI et al., 1995). Porém, devemos ressaltar que apenas quatro era de padrdo
condilomatoso, podendo ser este o fator responsavel pela auséncia de significancia
estatistica ou, que as alteragdes interpretadas como alteragdes coilocitéticas associadas a
lesio exofitica, sdo na realidade apenas alteragdes degenerativas induzindo a erros de

interpretago e equivocadamente diagnosticadas como carcinoma condilomatoso.

O carcinoma superficialmente invasivo aparentemente  apresentou
caracteristicas intermedidrias entre os outros grupos em relagio a idade média, a presenga
de condiloma e & detecgdo do virus. Encontramos maior incidéncia de lesdes multicéntricas
e de alteragdes coilocitéticas em relagdo aos outros dois grupos € a detecgdo da proteina foi

semelhante aquelas contendo carcinoma invasor.

A idade das pacientes com carcinoma superficialmente invasivo foi semelhante
4 daquelas com NIV III, como nos trabalhos de PILOTTI et al. (1984, 1995) e de
HORDING et al. (1995) e diferente dos de PILOTTI et al. (1989) e HORDING et al.
(1991) e significativamente distinta daquelas com carcinoma invasor, em concordancia com
os resultados de PILOTTI et al. (1989) e HORDING et al. (1991).

O mesmo foi observado em relagdo a presenga de alteragdes coilocitoticas e do
HPV, semelhante aos achados de PILOTTI et al. (1984, 1995).

Ao contrario de PILOTTI et al. (1995), os indices de detecgdo do p53 foram
diferentes entre os grupos com NIV III e carcinoma superficialmente invasivo e

semelhantes entre aqueles com carcinoma invasivo e superficialmente invasivo.
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5. TABELAS-RESUMO DOS PRINCIPAIS ACHADOS NOS TRES GRUPOS DE

PACIENTES

TABELA 34

Pacientes com neoplasia intraepitelial vulvar grau Il

Variaveis analisadas

Significincia estatistica da comparacao

Idade:

- variou entre

- idade média

- abaixo de 40 anos
Doencas do TGF associadas
Presenca de lesées multifocais

Variantes histologicas da neoplasia
Alteracoes coilocitoticas

Alteracdes no epitélio adjacente

Detecgao do HPV por IHQ ou HIS
Deteccdo da proteina p53

Resultados encontrados desta variavel com as outras analisadas

15 a 82 anos
47.5 anos NS
45,9%
36,8% NS
72,2% NS
92,1% bowendide NS
7,9% basaloide
76,3% NS

45,7% condiloma NS

5,7% hiperplasia escamosa
57.9% idade média (p=0,02)

21,1% NS

TGF: trato genital feminino inferior
HPYV: papilomavirus humanos

IHQ: imuno-histoquimica

NS: auséncia de significancia estatistica
HIS: hibridizagio molecular in situ

TABELA 35

Pacientes com carcinoma superficialmente invasivo

Significancia estatistica da comparagio

Variaveis analisadas Resultados encontrados desta variavel com as outras analisadas

Idade:

- variou entre 37 a 88 anos

- idade média 57,9 anos NS

- abaixo de 40 anos 22,2%
Doencas do TGF associadas 55,6% NS
Presenca de lesdes multifocais 55,6% idade média (p=0,05)
Alteragoes coilocitoticas 100% multifocalidade (p=0,05)
Alteracdes no epitélio adjacente 88,9% NIV IIl bowendide NS

22,2% condiloma

Detecgédo do HPV por IHQ ou HIS 33,3% NS
Deteccdo da proteina p53 66,7% NS

TGF: frato genital feminino inferior
HPV: papilomavirus humanos

NS: auséncia de significancia estatistica
IHQ: imuno-histoquimica  HIS: hibridizag&o molecular in sifu

NIV 1ll: neoplasia intraepitelial vulvar grau Il

* deve ser lembrado que o pequeno niimero de casos neste grupo impossibilitou a analise estatistica adequada
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TABELA 36

Pacientes com carcinoma escamoso invasivo

Variaveis analisadas Resultados encontrados Significancia estatistica da comparacao desta

variavel com as outras analisadas

Idade:
- variou entre 34 2 89 anos
- idade média 67,8 anos NS
- abaixo de 40 anos 3,6%
Doencas do trato genital inferior 7.3% - idade média (p=0,02)
associadas - focalidade (p=0,04)
- presenga do HPV (p=0,001)
Presenca de lesdes multifocais 23,6% - doenga do TGF (p=0,04)
Variantes histologicas 78,2% usual - basaléide x usual: . idade média (p=0,02)
da neoplasia 10,9% basaldide . alteragdo do epitélio adjacente (p=0,01)
7.3% condilomatoso . grau de alteragdes coilocitoticas
3,6% verrucoso {p=0,003)
. presenga HPV (p=0,02)
- cond/bas x usuallverr: alteragdes coilocitéticas (p=0,0005)
- bas. x cond.: alteragdo do epitélio adjacente (p=0,05)
Alteragoes coilocitéticas 54,5% - idade média (p=0,05)
- variante bas. x usual (p=0,003)
- intensidade da coilocitose: .detecgdo do HPV (p=0,02)
.epitélio adjacente (p<0,0001)
Alteragdes no epitélio adjacente 60% distrofia - idade média: . NIV Il x distrofia (p=0,07)
25,5% NIV Il . presenga de condiloma (p=0,0007)
- tipo histologico (p=0,01)
- alteragdes coilocitéticas (p=0,03)
- presenga do HPV (p=0,04)
Metastases ganglionares 56,8% - profundidade de invas&o: 3mm (p=0,05) e 5Smm (p=0,08)
- lesdes maiores do que 3cm (p=0,006)
- envolvimento do clitoris (p=0,005)
- grau de diferenciagao do tumor (p=0,05)
Detecgao do HPV por IHQ ou HIS 7.3% - andlise multivariada: . idade média (p=0,05)
. doenga do TGF (p=0,04)
- andlise univariada: . idade média (p=0,008)
. doenga do TGF (p=0,001)
. variante basaléide (p=0,02)
. intensidade da coilocitose (p=0,02)
Detecgio da proteina p53 58,2% - profundidade de invasao > 3mm (p=0,04)
- presenca de coilocitose (p=0,01)
NS: auséncia de significancia estatistica TGF: trato genital feminino inferior

cond: condilomatoso  bas: basaldide VeIT: Verrucoso

HPV: papilomavirus humanos IHQ: imuno-histoquimica

HIS: hibridizagao molecular in situ
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VI. CONCLUSOES

Ao final deste trabalho, podemos observar que:

1. No grupo de pacientes com neoplasia intraepitelial vulvar grau III:

- as mulheres eram mais jovens e apresentavam freqiientemente lesges multicéntricas,
detecgdo do papilomavirus humano e baixa positividade para a proteina pS3;

- a presenca de papilomavirus humano estava associada a pacientes mais jovens,
contendo lesGes com sinais histolégicos atribuiveis a0 HPV e ndo relacionada a

detec¢do da proteina p53.

2. No grupo de pacientes com carcinoma escamoso invasivo vulvar:

- as mulheres eram mais idosas, apresentavam mais comumente a variante histolégica
queratinizante usual, leses distréficas associadas, imunodetecgdo da proteina p53e

baixos indices de detecgio de papilomavirus humano:

- dentro deste grupo existe uma pequena subpopulagdo de pacientes que sdo mais
jovens, freqiientemente associada & variante histolégica basaléide do carcinoma

invasor, a lesio de NIV Il e a detec¢do do papilomavirus humano:

- a presenga do HPV estava associada a pacientes mais jovens, 3 presenca de lesdes
multicéntricas e a variante histolégica basaléide do carcinoma invasor, embora
através da anilise estatistica multivariada, apenas os dois primeiros tenham
continuado significantes, onde as pacientes mais jovens e com lesges multicéntricas

associadas possuem uma maior probabilidade de apresentar infec¢do por HPV;
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- ao contrario dos trabalhos relatados na literatura, a variante condilomatosa
apresentou caracteristicas semelhantes ao padrio queratinizante usual. Estes-
achados podem ser interpretados como secundarios a presenga de poucos casos
disponiveis para avaliagdo no presente estudo, ou & classificagdo equivocada de
neoplasias queratinizantes usuais bem diferenciadas dentro da categoria

condilomatosa;

- a imunodetecgdo da proteina pS3 ndo estava associada com a idade das pacientes,
com a variante histolégica, com a detecg@o do HPV, com lesdes recidivantes ou
com a presen¢a de metastases ganglionares; entretanto, mostrou correlagdo com a
profundidade de invasio tumoral. Assim, nos parece que a protefna p33 ndo serve
como marcador para lesdes recidivantes ou metastaticas, pelo menos no noOssO

grupo de estudo;

- a associacdo da variante usual com a presenga de lesdes distroficas e imunodetecgao
da proteina p53 em mulheres mais idosas e do padrdo basaldide com pacientes de
grupo etario mais jovem € freqiientemente contendo reagéo positiva para o HPV,
esta de acordo com os relatos da literatura, sugerindo o envolvimento de uma
etiopatogenia multifatorial na carcinogénese vulvar. Assim, parece que para OS
diferentes tipos histolégicos do carcinoma invasor existe uma etiologia distinta, de
provavel origem viral (por HPV) no ultimo grupo € no primeiro, de etiologia
indefinida até o presente momento, onde as lesBes distroficas € o P53 exercem um
papel ainda obscuro no desenvolvimento do cancer vulvar. Esta hipotese também €
apoiada pela observagao de que pacientes com carcinoma invasivo associado a
lesdes multicéntricas, ao NIV IIl e a deteccdo do HPV, apresentam idade média

mais jovem, semelhante a idade das pacientes contendo apenas lesdo de NIV IIIL.
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3. No grupo de pacientes com carcinoma escamoso superficialmente invasivo:

- 89% apresentavam NIV III bowendide no epitélio adjacente, indicando a

possibilidade de progressdo da lesdo intraepitelial para neoplasia invasiva;

- embora a amostra fosse pequena, as suas caracteristicas clinico-patologicas se
assemelhavam mais ao grupo de pacientes com lesGes de NIV III, exceto a detecgédo
da proteina p53, cujo indice estava mais proximo ao do grupo com carcinoma
escamoso invasivo. Esta € uma lesdo pouco freqiiente, gerando uma grande
curiosidade quanto a sua origem e histéria natural e esperamos conseguir coletar
novos casos que possam se somar a estes, com a finalidade de se realizar

posteriormente um outro estudo com este grupo de pacientes.

4. Na avaliacdo dos trés grupos de pacientes em conjunto:

- 0 HPV 16/18 (de alto risco oncogénico) foi o tipo predominante em todos os grupos,
presente em 95% dos casos onde o DNA viral foi detectado, sozinho (135 casos) ou
associado a outros tipos (cinco casos). Infecgdo mista foi mais freqiiente no grupo

contendo apenas NIV III (4/5 casos);

- a andlise estatistica univariada dos trés grupos em conjunto mostrou uma relagéo
inversa entre a detecgdo do p53 e a presenga do papilomavirus humano. Entretanto,

este pardmetro perdeu a sua significincia quando da andlise multivariada;

- menores indices de imunodetecgdo da proteina p53 nas lesdes de NIV III e maior e
com distribui¢do semelhante nos grupos com carcinoma superficialmente invasivo
e carcinoma €scamoso invasivo, sugerem que a p53 esta relacionada a presenca de

invasdo estromal pela neoplasia € ndo com a presenga do papilomavirus humano.
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SUMMARY

Vulvar squamous cell carcinoma still is a disease of unknown etiology. Recent studies have pointed
out to a multifactorial origin, with HPV as the causal agent in the development of vulvar neoplasia
in younger age groups, whereas in older patients it would be possibly related to dystrophic lesions,
genetic mutations, and other factors still unknown. Qur purpose was to analyze the presence of
HPV and p53 overexpression and correlate them with other clinical and pathological parameters in
patients with vulvar intraepithelial neoplasia grade IIT (VIN III — 38 cases), superficially invasive
carcinoma (nine cases), and invasive squamous cell carcinoma of the vulva (55 cases). HPV
infection was determined by immunoperoxidase reaction with a policlonal antibody against HPV
and by in situ hybridization with biotinilated probes for wide spectrum and HPV types 6/11, 16/18
and 31/35/51. P53 overexpression was detected by immunoperoxidase reaction with the monoclonal
antibody DO-7. In the VIN III group, the mean age was 47.5 years; 45.7% had associated
condylomatous lesions, HPV infection was detected in 57.9% of the cases, and p53 overexpression
in 21.1%. The patients with superficially invasive carcinoma had mean age of 57.9 years,
condylomatous lesions in 22.2%, HPV infection in 33.3%, and p53 overexpression in 66.7% of the
cases. In the invasive squamous carcinoma group the mean age was 67.8 years; 7.3% of the patients
had associated condylomatous lesions, 60% presented with dystrophic lesions and 25.5% with VIN
[II; HPV were identified in 7.3%, and p53 overexpression in 58.2% of the cases. Our findings
revealed that HPV detection occurred mainly in the VIN III group and was related to younger
patients. In the invasive squamous carcinoma group, the most common histological variant was the
usual type of keratinizing squamous cell carcinoma, and it was associated to dystrophic lesions and
p33 overexpression. However, a small subpopulation of younger patients contained the basaloid
type of invasive carcinoma, and it was frequently associated to VIN III lesions and HPV infection.
Our results are similar to other reports, where two separate entities of the disease exist, one
associated with HPV infection, and other unrelated to it. HPV 16/18 was the predominant type in all
the three groups of lesions. The weakness or absence of p53 overexpression in VIN III lesions, and
its higher detection, with stronger positivity and similar distribution in superficially invasive and
invasive carcinoma, together with the lack of relationship between p33 overexpression and HPV
infection, indicates that p53 overexpression is related to neoplastic stromal invasion and it is
independent of HPV infection. P53 detection was associated only to the depth of stromal invasion
and unrelated to tumor recurrence or lymph node metastasis and therefore, it had no significance as

a prognostic marker, at least in the group of patients included in this study.
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ANEXO II

PREPARO DAS SOLUGOES PARA AS REAGOES

1. SILANIZAGAO DAS LAMINAS

. lavar e enxaguar bem as laminas com detergente comum;

. mergulhar as Iaminas em bergo de ago inox, durante 20 minutos em solucéo de HCI 1M;

. passar as laminas em trés cubas de agua destilada, cinco mergulhos em cada;

. passar em alcool absoluto;

. mergulhar as laminas durante 20 minutos em uma solugéo de &lcool absoluto e acido acético

numa proporgao de 3:1;

. deixar secar ao ar;

. mergulhar as laminas em uma solugao de organosilano  (3—aminopropyltriethoxy-silane, Sigma,
A-3648) a 2% em acetona, durante cinco minutos a temperatura ambiente;

. passar em duas cubas de acetona pura, cinco banhos em cada;

. passar em duas cubas de agua destilada, dois banhos em cada;

. secar ao ar,

. embrulhar as laminas em papel laminado e guardar em local escuro.

2. HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU

2.1. Pepsina (Sigma, P-7012)
. 0,08% de pepsina em HCI 0,2N (0,08 g de pepsina em 100 ml de HCI 0,2N)

2.2. Solucao estringente (Dako, S3500)
. diluicdo 1:50 : 2ml da solugao estringente do kit em 98 ml de agua destilada deionizada estéril

2.3. Tampao de lavagem (Tris-HCI 0,05M pH 7,6; NaCl 0,3M; Tween 20 0,1%)
. 100 ml Tris-HCI 0,5M e NaCl 3M, pH 7,6
. 1 mi de Tween 20
. completar para 1000 ml com agua destilada

2 .4. Complexo estreptavidina-biotina (CSA System, Dako, K1500)
. 1 mi do diluente (frasco 7)
. 1 gota de estreptavidina em PBS (frasco 5)
. 1 gota de biotina conjugada a peroxidase em PBS (frasco 6)

2.5. Reagente cromégeno (DAB, Sigma, D-5637)
. 60 mg de DAB (3,3'-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina)
.100 ml de tampéao PBS
. 500 pl de peréxido de hidrogénio 30%
.1 ml de DMSO (dimetil-sulféxido, Synth, Brasil)
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3. IMUNO-HISTOQUIMICA

3.1. Solugdo inibidora da peroxidase endégena
. soluc&o a 3% de peréxido de hidrogénio 30% em metanol (90 ml de alcool metilico e 10 ml de
peréxido de hidrogénio 30%)

3.2. Tampao citrato 0,01M
. 36,8 ml de &cido citrico 0,1M (19,21 g de &cido citrico anidro em 1000 mi de agua destilada)
. 63.2 ml de fosfato dissodico 0,25M (35,60 g de fosfato dissodico anidro em 1000 ml de agua
destilada)
. acertar o pH para 6,0 com HCI 1N

3.3. Preparo do tampao BSA (Sigma, A-7888) para diluigdo do anticorpo primario
I. 0,5 g de soro-albumina bovina em 10 ml de &gua destilada
Il. 0,5 g de azida sédica em 10 mi de agua destilada
* para o uso: 1,25 mi de | + 2,5 mi de Il + 59 ml de tamp&o PBS concentrado

3.4. Tampao salino-fosfato concentrado (PBS)
. 14 g de fosfato de sédio dibasico
. 4,3 g de fosfato de potassio monobasico
. 72 g de cloreto de sodio
. 1000 ml de agua destilada
* para o uso (lavagens), diluir dez vezes (100 ml do tamp&o concentrado em 900 ml de agua
destilada). Acertar o pH para 7,6 com HCI 1N

3.5. Preparo do tamp&o PBS com azida (para diluicdo do anticorpo secundario)
. 0,5 g de azida s6dica em 100 ml do tamp&o PBS concentrado

3.6. Complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (S-ABC, 1:100, Dako, K-377)
. 10 ul do reagente A (estreptavidina)
. 1000 pl de tampao Tris-HCI 0,05N, pH 7,6
- 10 ul do reagente B (peroxidase biotinilada)

3.7. Tampao Tris-HCI 0,05N, pH 7,6
Tris-HCI 1N: diluir 60,50 g de Tris-base em 300 m| de &gua destilada. Acertar o pH para 7,6
com HCI 1N, e entdo completar o volume para 500 ml
. Tris-HCI 0,05N: diluir 5 ml de Tris-HCI 1N em 100 mi de &gua destilada

3.8. Diaminobenzidina (DAB, Sigma, D-5637)
. 40 mg de 3,3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina
- 100 ml de tamp&o PBS diluido pH 7,6
. 50 ul de peroxido de hidrogénio 30%

3.9. Hematoxilina de Mayer
. 1 g de hematoxilina
. 0,2 g de iodato de sédio
. 50 g de alumen de amdnio
. 1 g de &cido citrico
. 50 g de hidrato de cloral
. 1000 ml de agua destilada
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ANEXO III

____—___——__———__

PROCEDIMENTO DAS REAGOES

1. HIBRIDIZAGAO MOLECULAR IN SITU
- incubacio das laminas silanizadas contendo cortes histologicos de cinco micréometros em estufa
a 110°C durante uma hora, para melhor adeso dos fragmentos;

- desparafinagdo dos cortes, com dois banhos de xilol, cinco minutos cada, a temperatura
ambiente;

- hidratagdo em gradiente decrescente de dlcoois: dois banhos em alcool absoluto, trés banhos
em alcool 95%, e uma vez em alcool 70%; dois minutos cada, todos a temperatura ambiente;

- lavagem em &gua destilada estéril;

- digestiio enziméatica com pepsina 0,08% (Pepsin, Sigma, P-7012). Incubagao a 37°C durante
dez minutos;

- lavagem em agua destilada esteril, dois banhos, cinco minutos cada, sob agitagéo, a temperatura
ambiente;

- secagem das laminas;

- aplicagdo de 15 microlitros das sondas de HPV biotiniladas (Dako) sobre os cortes, e colocagao
de laminulas previamente desengorduradas;

- incubagdo das laminas em estufa pré-aquecida a 90°C (85 a 95°C), durante seis minutos;
- transferéncia das laminas para camara umida, e incubagdo em estufa a 37°C, durante a noite;

- lavagem das I&minas em solug@o estringente (1:50, Dako, S3500), sob agitagéo leve, durante
cinco minutos, a temperatura ambiente;

- lavagem com solug@o estringente, durante dez minutos, em estufa a 37°C;

- incubag@o em tampéo de lavagem (Tris-HCI 0,05M pH 7,6; NaCl 0,3M; Tween 20 0,1%), dois
banhos, cinco minutos cada, sob agitagéo, a temperatura am biente;

- secagem das laminas ao ar,

- incubagdo das laminas com 50 microlitros do complexo estreptavidina-biotina (CSA System,
Dako, K1500), em camara umida coberta, durante 15 minutos, a temperatura ambiente;

- incubagdo em tampao de lavagem, trés banhos, cinco minutos cada, sob agitagéo leve, a
temperatura ambiente;

- secagem das laminas;

- incubagdo das laminas com 50 microlitros do reagente de amplificagdo (CSA System, Dako,
K1500), em camara umida coberta, durante 15 minutos, & temperatura ambiente;

- incubagdo em tampao de lavagem, trés banhos, cinco minutos cada, sob agitacéo leve, a
temperatura ambiente;

- secagem das laminas;
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- incubacdo das laminas com 50 microlitros de estreptavidina-peroxidase (CSA System, Dako,
K1500), em camara Umida coberta, durante 15 minutos, a temperatura ambiente;

- incubagdao em tampao de lavagem, trés banhos, cinco minutos cada, sob agitagao leve, a
temperatura ambiente;

- secagem das |laminas;

- coloragéo, realizada com DAB (3,3 tetrahidrocloreto de diaminobenzidina, Sigma, D-5637).
Incubagdo por cerca de dois minutos, & temperatura ambiente, ou até a visualizacédo de
coloragéo levemente acastanhada dos cortes;

- lavagem em &agua corrente por dois minutos e passagem em agua destilada;
- contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer por um minuto;

- lavagem em agua corrente e passagem em agua amoniacal;

- lavagem em agua corrente por dois minutos e passagem em agua destilada;
- desidratagdao em gradiente crescente de alcoois;

- passagem em trés xilois;

- montagem das laminas com laminulas e Entellan (Merck, 7961).

2. IMUNO-HISTOQUIMICA

- 0S cortes histolégicos de cinco micrémetros foram colocados em l|aminas lavadas,
desengorduradas e silanizadas, para melhor adesao dos fragmentos;

- incubagdo das laminas com os cortes por cerca de 24 horas em estufa a 60°C, para melhor
adesdo dos mesmos;

- desparafinagao dos cortes, com um banho de xilol a 60°C por 15 minutos, e dois banhos de
xilol a temperatura ambiente, dez minutos cada;

- hidratagdo em gradiente decrescente de alcoois: trés banhos em alcool absoluto, uma vez em

alcool 80% e, um banho em alcool 50%,; dois minutos cada, todos a temperatura ambiente;
- lavagem em agua corrente por dois minutos e passagem em agua destilada;

- inibigdo da peroxidase end6gena: banho em solugao a 3% de perdxido de hidrogénio 30% em
metanol, 15 minutos, a temperatura ambiente;

- lavagem em agua corrente por dois minutos e passagem em agua destilada;

- incubagdo das laminas em tampao citrato 0,01M pH 6.0, em forno de microondas (doméstico,
Sharp). Para a detecgso do antigeno viral, utilizou-se, dois ciclos de cinco minutos cada a 70°C.
Para a proteina p53, trés ciclos de sete minutos cada na poténcia méaxima (750 W). Esfriar
durante dez minutos;

- reagao antigeno-anticorpo primario: incubag&o com o anticorpo primario, durante a noite a 4°C,
em camara Umida. Para o antigeno viral, utilizou-se anticorpo priméario de coelho anti-
papilomavirus (policlonal, diluigao 1:150, Dako, B-580). Para a proteina p53, anticorpo primario de
camundongo anti-proteina p53 humana (monoclonal, clone DO-7, diluigao 1:100, Dako, M-7001);

- retirada do excesso de anticorpo primario com trés lavagens em tamp&o PBS (tamp3o salino-
fosfato, pH 7,6), cinco minutos cada, a tem peratura ambiente;

- incubagdo com anticorpo secundario biotinilado de suino, anti-coelho-cabra-camundongo
(policlonal, diluigdo 1:200, Kit Multilink, Dako, E-453), 30 minutos, a temperatura ambiente, em
camara umida;
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- retirada do excesso de anticorpo secundario com trés lavagens em tampao PBS (pH 7,6),
cinco minutos cada, a temperatura ambiente;

- reagdo com S-ABC: incubacdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (diluicdo
1:100, Dako, K-377), 30 minutos, a temperatura ambiente, em camara Umida;

- retirada do excesso do complexo S-ABC com trés lavagens em tampao PBS (pH 7,6), cinco
minutos cada, a temperatura ambiente;

- coloragdo (revelagcdo do substrato-cromégeno): realizada com DAB (3,3'-tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina, Sigma, D-5637). As laminas foram deixadas nesta solugdo por cerca de dois
minutos a temperatura ambiente, ou até a visualizagao de coloragdo levemente acastanhada dos
cortes;

- lavagem em agua corrente por dois minutos e passagem em agua destilada;

- contra-coloracao da amostra com hematoxilina de Mayer por um minuto;

- lavagem em agua corrente e passagem em agua destilada;

- passagem em agua amoniacal por alguns segundos para evidenciar a contra-coloragao;
- lavagem em &gua corrente por dois minutos e passagem em agua destilada;

- desidratacdo em gradiente crescente de alcoois;

- passagem em trés xiléis,

- montagem das laminulas com resina Entellan (Merck, 7961).
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