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RESUMO

Recentemente tem sido observado um aumento da freqiiéncia de diagnédsticos de
neoplasia intraepitelial vulvar grau I, principalmente em mulheres jovens. Estudos
sobre o cancer genital apontam evidéncias de que a infecgdo pelo virus do papiloma
humano € um fator de risco importante para a transformagao neoplasica epitelial. No
periodo de 1983 a 1992 foram levantados 30 casos de neoplasia intraepitelial vulvar
grau III e seis de carcinoma escamoso estadio Ia. A pesquisa do antigeno comum do
capsideo viral foi realizada através da imunoperoxidase. O estudo do tipo do virus
nas lesées fo1 realizada pela técnica de hibridizagdo "n situ”, com utilizagio de
sondas biotiniladas dos HPV 6/11, 16/18 e 31/35/51. A idade média das pacientes
com neoplasia intraepitelial vulvar foi de 47,5 anos ¢ das com carcinoma estadio Ia,
61,1 anos. Histologicamente foram observadas atipias coilocitéticas em 83,3% dos
casos. O exame da imunoperoxidase foi positivo em 36,1% dos casos, com idade
média de 39,1 anos. A detecgdo do virus pela hibridiza¢8o "in situ” ocorreu em
41,7% dos casos, com idade média de 38,3 anos. Todos os casos positivos
apresentaram o tipo 16/18, porém em quatro casos houve associagdo de diferentes
tipos virais na mesma lesdo. A positividade dos métodos nido estava associada a
presenga ou auséncia de atipias coilocitéticas. Quando se considerou a positividade
para um ou outro método, a detecglio do virus ocorreu em 63,9% dos casos. A alto
indice de detecgdo relaciona o papilomavirus humano com estas lesdes, em especial

o tipo 16/18, principalmente em grupos etarios mais jovens. A ampla faixa etéria de



distribuig¢fo dos casos de neoplasia intraepitelial vulvar grau III, sugere que o seu
tempo de evolugdo é longo, demonstrando a importdncia do exame da vulva no

exame ginecologico de rotina para methor detecgo e tratamento precoce das lesdes.
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SUMMARY

Recently, an increase has been observed in the frequency of diagnosis of vulvar
intraepithelial neoplasia grade III, specially in young women. Studies in gynecologic
cancer suggest that human papillomavirus infections play an important role in the
epithelial neoplastic transformation. Between 1983 and 1992, 30 cases of vulvar
intraepithelial ncoplasia grade 11l and six cases of vulvar carcinoma stage la were
analysed. The research for the common antigen of the viral capsid was done by the
immunoperoxidase technique. The virus types were identified by the "in situ"
hybridizaﬁon technique, with biotinylated probes for HPV 6/11, 16/18 and 31/35/51.
The mean age of the patients with vulvar intraepithelial neoplasia was 47,5 years an
the ones with vulvar carcinoma stage la, 61,1 years. Histologically, koilocytotic
atypia was observed in 83,3% of the cases. The immunoperoxidase technique was
positive in 36,1% of the cases, with the mean age of 39,1 years. The detection of the
virus by "in situ" hybridization occurred in 41,7% of the cases, with mean age of
38,3 years. All the positive cases had the virus type 16/18, but in four of them there
was association with other virus types in the same lesion. The positivity of these
techniques was not related to the presence or absence of koilocytotic atypia. When
the positivity for one or the other method was considered, virus detection occurred
in 63,9% of the cases. This high rate of detection shows a relationship of the human
papillomavirus with these vulvar lesions, specially with type 16/18 and in younger

age groups. The wide age range distribution of the vulvar intraepithelial neoplasia



grade II patients, suggests that its evolution is long, showing the importance of the

vulvar region in routine gynecologic examination, to allow early detection and

treatment of these lesions.
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1. INTRODUCAO

O  carcinoma da wvulva é uma neoplasia pouco freqiiente,
representando cerca de 5% de todos os cinceres da mulher (SYRJANEN,
GISSMANN, KOSS, 1987, FU & REAGAN,1989). Atinge principalmente
mulheres idosas, ao redor da sétima década (NOUMOIF & FARBER,1986;
HORDING et al,, 1991; WOODRUFF, 1991), e na grande maioria dos €asos,
histologicamente ¢ do tipo epiderméide (SYRJANEN et al., 1987).

Sdo também descritas na vulva lesdes precursoras do carcinoma
invasor, constituindo os epitélios atipicos ou displasicos em diferentes graus de
intensidade, conhecidos atualmente por neoplasia intracpitclial vulvar (NIV, ou
VIN do inglés) (WILKINSON, KNEALE, LYNCH,1986). Ocorrem numa area
ampliada do epitélio anogenital (FU & REAGAN, 1989), incluindo vagina,
urctra, inus e dobra interglitea, derivados de um d1géio cloacal comum, e sujeito
a varios agentes carcinogénicos, sendo habitual o desenvolvimento de lesdes
multifocais e mufticéntricas (POWELL et al., 1986: BECKMANN et al., 1988:
BUSCEMA et al., 1988; FU & REAGAN, 1989; REID & GREENBERG, 1991).

Nos altimos quinze anos (SYRJANEN, 1992), o grande interesse
no estudo das lesdes precursoras do cancer do colo uterino, correlacionando-as
com agentes virais, principalmente o virus do papiloma humano (HPV), ampliou
a busca de lesGes precursoras do cincer em todo o epitélio do trato genital

feminino inferior.

Desta forma, tem sido observado um crescimento da freqiiéncia do

diagnostico de carcinoma "in situ” da vulva (ou VIN II1), com tendéncia a ocorrer
g



em grupos etarios mais jovens (BUCKLEY, BUTLER, FOX, 1984; CRUM et al.,
1984; FU & REAGAN, 1989; BARBERO et al., 1990; HARDING et al., 1991;
WOODRUFF, 1991), sendo que aproxumadamente 40% tém idade menor ou
igual a 40 anos (BUCKLEY et al., 1984; CRUM et al., 1984; FU & REAGAN,
1989; SHAFI et al., 1989). Este aumento pode ser real ou, muifo provavelmente,
resultante de um melhor conhecimento dessa entidade (BUCKLEY et al., 1984;
POWELL et al., 1986; HUSSEINZADEH, NEWMAN, WESSELER, 1989), com
uma melhor vigilincia e acompanhamento das mulheres com neoplasia
intraepitelial cervical (CIN), com exames ginecoldgicos de controle mais
freqilentes, e maior atengdo do clinico preocupado em biopsiar qualquer tipo de
epitélio alterado no trato genital inferior. Ndo ha diavida de que existe uma
significativa associagfio entre as lesGes intraepiteliais neoplasicas no trato genital,
sugerindo um fator etioldgico comum (POWELL et al., 1986; HORDING et al.,
1991).
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2, OBJETIVOS

2.1. Objetives do trabalhe

A partir da revisdo da literarura sobre os conceitos de neoplasia
intraepitelial vulvar e carcinoma cscamoso estadio la da vulva (Ca. Ia.), seus
aspectos clinicos ¢ histopatologicos, sinonimia e fatores relacionados a

patogénese, pretendemos:;

1. rever e reclassificar os casos de ncoplasia intracpitelial vulvar grau
III e carcinoma escamoso da vulva estadio la, dos arquivos de
patologia cirargica do Departamento de Anatomia Patologica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas (DAP/FCM/UNICAMP), no periodo de 1983 a 1992.
2. verificar qual a distribuigdo das lesdes em relagiio ao grupo etario.

3. avaliar nos casos estudados, a presenga de alteragdes histologicas

sugestivas de infecgiio pelo papilomavirus humano.

4. detectar, através de coloragdo imuno-histoquimica, pelo método da
imunoperoxidase, a freqiiéncia da positividade do antigeno comum
do capsideo do papilomavirus humano associado as lesdes de
neoplasia intragpitelial vulvar grau Il e carcinoma escamoso vulvar

estadio la.



5. estudar, através do método da hibridizagdo "in situ” do DNA (acido

desoxiribonucleico), quais os tipos de papilomavirus humano

presentes nas lesdes.

6. comparar os resultados da populagio estudada, com os dados da

literatura.
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3. ANALISE DA LITERATURA

3.1. Neoplasia intracpitelial valvar

As neoplasias intraepiteliais sio um desafio pelo aumento da
incidéncia, sua relagfo incerta com o desenvolvimento do carcinoma Invasor e

controvérsias na ctiologia ¢ no tratamento destas lesoes.

As lesdes precursoras escamosas da vulva englobam varias entidades
histologicas com termos diferentes para designa-las (FU & REAGAN, 1989),
como: doenga de Bowen, papulose bowendide, eritroplasia de Queyrat,
carcinoma simples, hiperplasia atipica, displasia, atipias vulvares ¢ carcinoma "in
situ”. Todos estes apresentam atipias epiteliais em diferentes graus, e riscos

variaveis de progredir para carcinoma invasor.

Em 1976 (WILKINSON et al, 1986; WILKINSON, 1990), a
terminologia foi simplificada para carcinoma "in situ” e atipia vulvar. O primeiro
englobando todas as variantcs histolégicas do carcinoma intraepitelial, e as

atipias designadas como lesdes andlogas a displasia da cérvice uterina (Tabela 1).



TABELA 1

Classificagdo das neoplasias mntraepiteliais vulvares (WILKINSON et al., 1986;
WILKINSON, 1990)

Terminologia anterior Terminologia atnal
1976 1986 (*)
atipia leve VIN I - displasia leve
atipia moderada VIN II - displasia moderada
atipia intensa VIN Il - displasia acentuada
carcinoma "in situ" VIN III - carcinoma "in situ"

Neoplasias intraepiteliais ndo escamosas

doenga de Paget doenga de Paget
melanoma "in situ” melanoma "in situ”

(*) ISSVD

Em 1986 (WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1990), no VIII
Congresso Mundial da Sociedade Internacional para o Estudo das Doengas
Vulvares (ISSVD), foi recomendado o uso da terminologia neoplasia
intraepitelial vulvar (NIV, ou VIN do inglé€s), para todas as alteragdes celulares
restritas a0 epitélio vulvar, incluindo os epitélios atipicos de diferentes

intensidades, ¢ o carcinoma "in situ" dentro do termo VIN (Tabelal).

Junto com o aumento na fregiiéncia das neoplasias intraepiteliais, foi
observada uma diminuigio na idade média das mulheres com este diagndstico,
estando anteriormente a média ao redor de 47 anos (HUSSEINZADEH et al.,
1989) ¢ atualmente, 39 anos (BUSCEMA ¢t al., 1988; FU & REAGAN, 1989;
BENEDET, WILSON, MATISIC, 1991; HORDING et al,, 1991; PARK et al,,
1991a). Entretanto, em alguns trabalhos, a idade média encontra-se ao redor de

53 anos (RAGNARSSON et al., 1987; BARBERO et al., 1990, 1993).



3.1.1. Aspectos clinicos

Clinicamente, cerca de 206% a 62% das pacientes sdo
assintomaticas, sendo as lesdes apenas detectadas durante o exame de rotina
(BUCKLEY etal., 1984; FU & REAGAN, 1989; HUSSEINZADEH et al., 1989;
PRAT, 1991). Quando existe, a principal queixa € de prurido vulvar, que ocorre
em aproximadamente 50% das pacientes sintomaticas (BUCKLEY et al., 1984;
POWELL ct al., 1986; HUSSEINZADEH ¢t al., 1989; SHAFI et al., 1989;
PRAT, 1991).

As pacientes podem apresentar outras lesdes vulvares associadas,
sendo o condiloma particularmente comum naquelas com menos de 40 anos e
que mostram VIN multifocal (BUCKLEY et al., 1984, FU & REAGAN, 1989;
HUSSEINZADEH ct al., 1989).

Cerca de 70% das lesdes envolvem os grandes ¢ pequenos labios, ¢
perineo (POWELL ct al., 1986; BAGGISH et al., 1989; FU & REAGAN, 1989;
BENEDET et al., 1991; PRAT, 1991).

3.1.2. Aspectos macroscopicos

O aspecto macroscopico da lesdo ¢ varadvel. Tipicamente sdo
discretamente elevadas, bem defimidas, com bordos uregulares; podem ser
esbranquigadas, eritematosas, hiperpigmentadas, discretas ou  coalescentes.
Sessenta por cento das lesdes retém o azul de toluidina a 1% (BUCKLEY et al.,
1984; FU & REAGAN, 1989; HUSSEINZADEH et al., 1989; PRAT, 1991;
REID & GREENBERG, 1991).



Pela grande variabilidade da aparéncia macroscopica das lesdes de
VIN ¢ auséncia de sintomas em numerosas pacientes, deve-se fazer exame

rotineiro cuidadoso, com bidpsia de todas as areas suspeitas, para diagndstico

precoce das lesdes vulvares (FU & REAGAN, 1989).

3.1.3. Aspectos histologicos

O diagnostico histologico de lesio pré-cancerosa em  epitélio
escamoso, ¢ dado pelas marcadas anormalidades na diferenciag¢do cpitelial e na

morfologia celular.

Os queralindcitos apresentam um distirbio no processo de maturagéo:
disceratose ou, as células retém as caracteristicas de uma célula imatura como
alto indice mitdtico, aumento da relagiio nicleo-citoplasma ¢ basofilia do
citoplasma na sua progressdo para as camadas mais supcrficiais do epitélio. As
alteragbes na morfologia celular estdo também representadas por atipias
nucleares como: variagdo do volume, hipercromatismo, multinuclea¢do ¢ mitoses

atipicas. Nota-se a perda da polaridade celular levando ao desarranjo arquitetural

do epitélio (FU & REAGAN, 1989).

Mais de 50% dos casos mostram comprometimento dos apéndices

cutaneos (BAGGISH et al., 1989; FU & REAGAN, 1989; PRAT, 1991).

Em resumo, a neoplasia intraepitelial vulvar é caracterizada pelo
crescimento anormal do epitélio escamoso vulvar exibindo alteragdo da
maturagdo cclular, associada a atipia nuclear (WILKINSON, 1986; WILKINSON
et al., 1990; PRAT, 1991).



3.1.3.1. Gradua¢io da neoplasia intraepitelial vulvar (WILKINSON et al.,
1986; WILKINSON, 1990)

Quando se estabelece o grau de alteragdo, deve-se considerar a
qualidade e quantidade de atipias celulares individuais, junto com a densidade
relativa da populagdo celular ¢ a arquitetura do epitélio. Desta forma

denominamos (Tabelal):

VIN [: quando as alteragdes sdio em pequeno niimero € confinadas ao

1/3 inferior do cpitélio;
VIN II: quando as alteragdes envolvem até 2/3 do epitélio;

VIN HI: quando as alteragdes celulares sdo acentuadas ¢ envolvem
mais do que 2/3 da espessura do epitélio. Engloba também o
carcinoma "in situ”, termo usualmente reservado para os casos
onde as alteragles cpiteliais ocupam toda a extensido do

epitélio.

3.1.3.2. Variantes histologicas

Encontramos na literatura os seguintes termos diferenciados
histologicamente por alguns autores (BUCKLEY ct al., 1984; FU & REAGAN,
1989; PARK et al., 1991a; KURMAN, NORRIS, WILKINSON, 1992b):

a) carctnoma "in situ" simples,
b) carcinoma "in sity" do tipo bowenoide ¢,

¢) carcinoma do tipo diferenciado.
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Sdo denominados como carcinoma simples, lesdes que apresentam
caracteristicas citologicas de maligmdade bem definidas, porém as células
atipicas sdo relativamente uniformes, semelhantes as células da camada basal,
com manutengdo da maturagio na regido mais superficial do epitélio. Os nicleos
sio volumosos, com mitoses e nucléolos proeminentes, embora ndo
apresentem alteragdes nucleares bizarras. Nota-se alargamento ¢ alongamento
dos cones epitehiais, diferentes graus de hiperceratose e paraceratose. Sdo
incomuns células disceratéticas ou coilocitdticas. Corresponde a cerca de 24%

das vanantes histologicas (FU & REAGAN, 1989).

O padrio histologico bowendide, é caracterizado pela proliferagio
desordenada de células imaturas com perda da polaridade celular, aumento da
refagdo nucleo-citoplasmatica, hipercromatismo nuclear, multinucleagéo, atipia ¢
aumento do volume nuclear. Os nacleos apresentam maior variagiio na forma e
volume, podendo ocorrer células gigantes mono ou multinucleadas. Ha distarbios
de maturagdo como disceratose e corpos redondos. O grau de maturagfio
escamosa varia entre as lesbes ¢ ha mesina lesdo, e geralmente ela esta presente
na superficic do cpitélio. Também ¢ observado hiperceratose, paraccratose €
cotlocitose, com freqiiente hiperpigmentagdo da camada basal. Corresponde a
cerca de 76% das varianles histologicas da neoplasia intraepitelial vulvar

cscamosa (FU & REAGAN, 1989).

O padrio diferenciade (WILKINSON ct al., 1986; KURMAN et al.,
1992b) ¢ reservado para os casos em quc as células apresentam citoplasma
proeminentemente eosindfilo, com queratinizagio freqiiente ou formagdo de
estruturas semelhantes a pérolas cormeas no epitélio envolvido. Os nacleos
geralmente mostram nucléolos proeminentes, com cromatina vesiculosa. E forma

rara de apresentagdo histologica.
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E comum observar a associaglo entre as variantes simples ¢ a
bowendide, sendo a lesdo classificada de acordo com o tipo predominante

(BUCKLEY et al., 1984; KURMAN et al., 1992b).

KURMAN et al. (1992b) classificam as variantes histolégicas em:
verrucosa ou condilomatosa, basaléide ou tipo usual, e diferenciada ou tipo
simples. Segundo sua descrigio histologica, o tipo verrucoso corresponderia ao
bowendide, o basaldide ao simples, ¢ o tipo diferenciado ao também

diferenciado, acima descrito.

Apesar dessas diferengas cncontradas na conceituagdo ¢ terminologia,
todas as variantes estio atualmente agrupadas e designadas apenas como
ncoplasia intraepitelial vulvar pelo Comité de Terminologia da ISSVD

(WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1990).

3.1.4. Evolugio e tratamento

A evolugio do VIN ¢ variavel, podendo até regredir espontancamente,
principalinente em mulheres jovens (BUCKLEY et al., 1984; CRUM et al., 1984;
BARBERO et al., 1990).

Sete a 44% das pacicntes t€m doenga persistentc ou recorrente apos o
tratamento, devido a alta freqiiéneia de multifocalidade ou lesSes extensas,
principalmente em mulheres com infecgdo pelo HPV associada (BUCKLEY et
al., 1984; POWELL ct al., 1986; RAGNARSSON et al., 1987, HORDING et al.,
1991; WOODRUFF, 1991),

Os trabalhos também mostram que 1/3 das pacientes com VIN Il

apresentaram previamente ou desenvolveram posteriormente carcinoma "in situ"
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ou invasivo fora dos orgdos pélvicos (4% a 5%), ou em outro local do trato
genitourindrio (30% a 68%), sendo 0 mais comum no colo uterino (BUCKLEY et
al., 1984, POWELL et al., 1986; RAGNARSSON et al., 1987; BORNSTEIN et
al., 1988; BAGGISH et al., 1989). Isto sugere a exposi¢do a carcindgenos locais
ou sistémicos persistentes (POWELL et al., 1986; BORNSTEIN et al., 1988).

A freqiiéncia do carcinoma "in situ” como precursor do carcinoma
escamoso 1Invasivo ¢ controvertida, alguns autorcs achando-a infreqiiente
(BUCKLEY ct al., 1984; CRUM ct al., 1984; HORDING et al., 1991; PRAT,
1991; WOODRUFF, 1991) enquanto outros relatam progressdo em até 1/3 dos
casos (CHAFE ct al., 1988). Numerosos trabalhos enfatizam a tdade avangada, ¢
principalmente a imunossupressdo, como [atores importantes para a promogdo da
invasio (BUCKLEY ct al., 1984; HORDING ct al., 1991; PRAT, 1991; CRUM,
1992).

Varios métodos alternativos de tratamento tém sido sugeridos
(POWELL et al, 1986; SHAFI et al, 1989; BENEDET et al., 1991;
WOODRUFF, 1991; BARBERO ¢t al, 1993) como: vulvectomia simples,
vulvectomia superficial ("skinning"), S-fluorouracil tdpico, imunoterapia,
criocirurgia, laser de didxido de carbono (CO2), ¢ a excisdo local da lesdo. Os
resultados destes diferentes tratamentos sdo controversos ¢ nenhum totalmente
satisfatorio devido a alta taxa de recorréncia da lesdo, independente do método
utilizado (CRUM, 1982; CRUM, ct al., 1984; POWELL et al., 1986; SHAFI ¢t
al,, 1989). Os métodos destrutivos como a criocirurgia ¢ o laser de CO2,
produzem bons resultados cosméticos mas impedem a analise histologica de toda

a lesdio para avaliagio de um eventual foco de invaséo.

Atualmente, tem sido sugerido em diversos trabalhos, tratamento

conservador, como a ressecgio completa da lesdio com margens cirargicas de
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aproximadamente lcm (BUCKLEY et al, 1984; CHAFE et al, 1988;
WOODRUFF, 1991; BARBERO et al., 1993).

3.2. Papulose bowendide

Dentro do estudo das lesdes intracpiteliais vulvares, devemos ainda
destacar a chamada papulose bowenoide pelos diferentes conceitos cxistentes na

litcratura.

Este termo foi introduzido por WADE, KOPF, ACKERMAN em 1978
descrevendo-o como lesdo peniana, tendo sido posteriormente também observada
na vulva (WADE, KOPF, ACKERMAN, 1979; BERGERON et al., 1987). Em
1970, csta lcsdo ja havia sido descrita por 'LLOYD, como doenga de Bowen

pigmentada multicéntrica, na regido inguinal.

Clinicamente séio lesdes papulosas bem delimitadas, castanho-
avermcthadas, geralmente miltiplas ¢ pequenas, na regidio anogenital de ambos
os sexos (WADE et al., 1979; BHAWAN, 1980; TAYLOR & SOUTH, 1981;
PATTERSON ct al., 1986). Ha um leve predominio em mulheres, com idade
média de 32 anos ¢ pico de incidéncia na terceira década (WADE et al., 1978,

1979, BHAWAN, 1980; TAYLOR & SOUTH, 1981; PATTERSON et al., 1986).

A possibitidade de ctiologia infccciosa para cstas lesdes foi aventada
apds a observagdo de que maltiplas Iesdes ocorrem simultancamente e a partir da
existéncia de historia prévia de infecgdo viral em numerosos pacientes (WADE ct

al., 1978, 1979; BHAWAN, 1980; TAYLOR & SOUTH, 1981). Estudos pela

PLLOYD, K.M. apud FU, Y.8. & REAGAN. J.W. - Pathology of the uterine cervix, vagina, and
vulva, Philadclphia, W. B. Saundcrs Company, 1989 - 397p. (Major Problcmis in Pathology, 21)
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técnica da imunoperoxidase revelaram que 5% a 33% destas lesSes apresentam o
antigeno comum do capsideo do HPV (PATTERSON et al., 1986; SUGASE et
al., 1989). Através da hibridizagdo do DNA, foi demonstrado a presenga do HPV
tipo 16 em quase todos os casos estudados (BERGERON et al.,, 1987; SUGASE
et al., 1989).

Apesar da aparéncia clinica benigna, histologicamente corresponde a
neoplasia intraepitelial vulvar graus Il ou IIl, com aspecto de doenga de Bowen
(BI-IAWAN, 1980; TAYLOR & SOUTH, 1981; BERGERON ¢t al., 1987). Aléin
disso, pela analise da quantidade de DNA, através da microespectrofotometria,

foi obscrvado que 92% destas lesoes sdo ancupldides (BERGERON et al., 1987).

Inimeros (rabalhos tentam fazer uma distinglio histologica entre
papulose bowendide ¢ doenga de Bowen (TAYLOR & SOUTH, 1981;
PATTERSON et al., 1986; SUGASE ct al., 1989). Outros, consideram a papulose
bowenoide  scparadamente como uma cntidade anatomo-clinica (BHAWAN,
1980; PATTERSON et al., 1986). Entretanto, alguns autores (BHAWAN, 1980;
CRUM, 1987, FU & REAGAN, 1989), nio encontraram caracteristicas
histopatologicas que possam reconhé-la como uma entidade em separado,

considerando-a como neoplasia intraepitelial vulvar,

O comportamento clinico destas leéﬁes ¢ geralmente bemigno, podendo
em uma grande porcentagem dos casos haver regressio espontinca (WADE et
al, 1979; BHAWAN, 1980; TAYLOR & SOUTH, 1981; PATTERSON ct al.,
1986; PLANNER & HOBBS, 1988). Enlretanto, sio descritos casos recorrentes
(TAYLOR & SOUTH, 1981; PATTERSON et al., 1986), outros quc persistemn
como carcinoma "in situ" (TAYLOR & SOUTH, 1981), ou que evoluem para
carcinoma invasor (BERGERON et al., 1987, PLANNER & HOBBS, 1988),
comprovando que o comportamento desta lesio € semelhante a0 VIN

(BHAWAN, 1980; BERGERON ct al., 1987).
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Por isso, a Sociedade Internacional para o Estudo das Doencgas
Vulvares (WILKINSON et al., 1986), ndo aceita a denominagdo papulosc
bowendide como termo anatomopatologico, ndo o recomendando como
diagnostico histopatolégico ou mesmo clinico, ¢ o engloba denfro das neoplasias
intraepiteliais vulvares, requerendo assim tratamento local adequado ndo
agressivo, com seguimento das pacientes (TAYLOR & SOUTH, 198I1;
PATTERSON et al., 1986, BERGERON et al., 1987).Apesar disto, 0 nome
papulose bowendide persiste ainda c¢m trabalhos recenetes (PLANNER &

HOBBS, 1988; SUGASE et al., 1989).

3.3. Carcinoma escamoso da vulva, estadio la

Sinonimia: Carcinoma microinvasivo (BUCKLEY ct al., 1984;
ZUCKER & BERKOWITZ, 1985, ATAMDEDE & HOOGERLAND, 1989; FU
& REAGAN, 1989; PODCZASKI et al., 1990), carcinoma superficiahmente
mvasivo (WILKINSON, 1985, 1987, 199(; KURMAN et al., 1992b), carcinoma
vulvar inicial (HACKER & VAN DER VELDEN, 1993).

Por analogia aos conceitos de ncoplasia invasora inicial do colo
uterino, cuja evolugdo € mais favoravel, implicando em um comportamento
menos agressivo e representado pela raridade ou auséncia de metastases, tem sido
proposto por numerosos investigadores uma série de definiges de micro-invasdo
na vulva. Diferentcmente do colo, ainda ndo hd consenso entre os diferentes
grupos de estudo quanto aos critérios histologicos adotados para o diagnéstico de

microinvasdo da vulva (BUCKLEY ct al., 1984).

A grande importincia desta definigio estd no sentido de se tentar win

tratamento menos agressivo, visto que a cirurgia tradicional para carcinoma
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vulvar, isto &, vulvectomia radical com linfadenectomia bilateral (NOUMOFF &
FARBER, 1986, WILKINSON, 1991; KELLEY et al., 1992; HACKER & VAN
DER VELDEN, 1993), possui grande morbidade pds-operatéria, além de
interferir na fungfo sexual ¢ provocar efeito psicoldgico muito importante sobre a
imagem corporal (KELLEY et al., 1992; HACKER & VAN DER VELDEN,
1993). Além disso, os autores ndo acreditam que este tipo de tratamento aumente
a sobrevida ou diminua as recorréncias (RUTLEDGE et al., 1991; WILKINSON,
1991; HACKER & VAN DER VELDEN, 1993).

O conceilo de carcinoma superficialmente invasivo foi primeiro
introduzido por 2FRANKLIN & RUTLEDGE em 1971. Posteriormente em
1974, *WHARTON, GALLAGER, RUTLEDGE utilizaram o termo carcinoma
microinvasivo da vulva, querendo identificar um grupo de pacientes que ndo
precisariam de cirurgia radical. Foi primeiro definido como lesio menor ou igual

a 2 centimetros (em) de didmetro ¢ invasio menor ou igual a 5 milimetros (mm).

Numerosos estudos relacionando a profundidade de invasio com a
incidéncia de metastases ganglionares mostraram consideravel controvérsia
(BUCKLEY et al., 1984; ZUCKER & BERKOWITZ, 1985; PODCZASKI et al.,
1990). Além disto, 0 método de medigdo empregado ¢ os procedimentos com a
pega cirargica ndo foram uniformes nos diferentes trabalhos (BUCKLEY et al.,

1984; WILKINSON, 1985, 1991).

Desta forma, os que definem carcinoma superficialmente invasivo
como lesio menor ou igual a 2¢m ¢ com profundidade maxima de invasio de

Smm, cacontraram incidéncia de metdstases ganglionares variando de 0% a 36%,

2FRANKLIN, E.W. & RUTLEDGE, F.D. apud WILKINSON, E.J. - Superlicially invasive carcinorma
of the vulva. Clin. Obstet. Gynecol., 34:651 =01, 1991,

Y WHARTON, J.T.; GALLAGER. S, RUTLEDGE F.N. apud WILKINSON, E.J. = Superlicially
invasive carcinoma of the vulva. Clin. Obstet, Gynecol, 34:651-61, 1991,
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estando a média entre 10% a 15%, numero este considerado alto (BUCKLEY et

al., 1984; WILKINSON, 1987, 1991; FU & REAGAN, 1989).

Quando foi considerada a profundidade maxima de invasio de até

3mm, as metastases ganglionares ocorreram em cerca de 6% a 12% dos casos

(WILKINSON, 1987, 1991; FU & REAGAN, 1989; PRAT, 1991).

| Entretanto, quando foi restringida a profundidade de invasio para
Imm, ndo se encontraram metastases ganglionares (WILKINSON, 1987, 1991;
FU & REAGAN, 1989; PRAT, 1991; HACKER & VAN DER VELDEN, 1993)
ou foram muito raras (ATAMDEDE & HOOGERLAND, 1989), scndo
imporlantc o método de padronizagdo da medigio, segundo recomendagdo da
ISSVD, para comparagio dos resultados (WILKINSON et al., 1986;
WILKINSON, 1990, 1991).

Em 1983 (WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1990, 1991) ¢,
poteriormente em 1986 (WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1990, 1991) o
Comité de Terminologia da ISSVD, prop6s o conceito de carcinoma escamoso
da vulva estadio Ta, em relagdo ao estadio 1 da FIGO (Federagdo Internacional de
Ginccologia ¢ Obsletricia), definindo-o como: lesio Unica, medindo Zem ou
menos de didmetro, ¢ com profundidade méaxima de invasdo menor ou igual a
Imm. S3o considerados neste grupo, lesdes com ou sem invasio vascular

(BUCKLEY et al., 1984; NOUMOFF & FARBER, 1986).

Os carcinomas escamosos estadio la, ao contrario das neoplasias
intraepiteliais vulvares grau III, raramente sio multifocais, e quando o sdo,
independentemente do grau de invasdo, ndo sfo considerados como estadio la, e
necessitam de cirurgia mais extensa que os unifocais (WILKINSON et al., 1986;
WILKINSON, 1990). O padrdo dc invasdo microscopicamente multiplo,

scparado por arcas de epitélio normal ou de VIN I, em lesdes clinicamente
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tnicas, nio ¢ considerado como multifocal, o que ocorre em cerca de 22%

dos casos (WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1987).

Aproximadamente 60% a 83% dos carcinomas vulvares estadio Ia
contém areas adjacentes de VIN III associadas, ¢ atipias coilocitédticas (A.K.) em

50% das lesdes (WILKINSON, 1991; KELLEY et al., 1992).

Apesar desta padronizagfio, trabalhos recentes ainda nfo usam o
conceito proposto pela ISSVD (BERMAN et al., 1989; PODCZASKI et al,,
1990).

Os problemas maiores cstdo em definir critérios objetivos ¢ faciimente
reprodutiveis para todos os patologistas, principalmente na padronizagiio das
medidas. O que se procura obter ¢ o estadio clinico apurado ¢ sistematizado, que
possa ler crédito ¢ inlluenciar a condula (erapfulica, a qual também ¢
controvertida. Os métodos de tralamento variam desde a excisdio local alé a
vulvectomia radical (WILKINSON, 1985, 1991; ZUCKER & BERKOWITZ,
1985; BERMAN et al., 1989).

Os métodos de medigdo sdo muito variaveis (Figura 1), com opinides
divergentes entre os autores, apresentando vantagens e desvantagens quando
comparados entre si. A [SSVD (WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1990)
recomenda que a profundidade de invasio seja definida como a medida vertical a
partir da jungdo dermo-epidérmica da papila dérmica mais superficial adjacente
ao tumor, at¢ o ponto mais profundo da invasdo tumoral, através dc ocular

calibrada.
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~Jcamapa cOrRnNEA
e % ' M—CAMADA GRANULOSA

FIGURA 1 - Descrigdo esquematica de difereates méltodos de medicio da
profundidade maxima de invasio do carcinoma escamoso da
vulva, segundo difcrentes trabalhos.

Utilizamos o mélodo A. medindo a partic da juncdo detmo-
cpidérmica da paptla dérmica mais superficial adjacente ao
tumor (WILKINSON, 1987).

Assim como a invasdo suscita divergéncias de opinides, isto também
ocorre quanto ao didmetro do (umor, anaplasia celular, envolvimento vascular e
padrio de crescimento do tumor (BUCKLEY et al., 1984; ZUCKER &
BERKOWITZ, 1985; RUTLEDGE et al., 1991; WILKINSON, 1991; KELLEY
ct al., 1992),

At¢ que sejam realizados mais trabalhos de acompanhamento destas
lesdes dc carcinoma cscamoso da vulva estadio la, a propria ISSVD
(WILKINSON et al., 1986; WILKINSON, 1990) sugere que o termo carcinoma

micro-invasivo nfo seja utilizado.
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O laudo anatomopatologico deve fornecer o maximo de informagdes
como: didmetro ¢ espessura do tumor, profundidade de invasdo, método de
medigdo empregado, padrio de crescimento tumoral (infiltrativo ou
compressivo), graduagdo histologica, ulceragfio, envolvimento vascular, e
margens cirirgicas (ZUCKER & BERKOWITZ, 1985; CRUM, 1987;
WILKINSON, 1991; KELLEY et al., 1992). Estas informagdes serdo tteis para a
padronizagdo e acompanhamento das leses, destacando em estudos de
seguimento quais dados sdo os fatores prognésticos mais importantes na

¢volucdo.

Para o carcinoma cscamoso vulvar estadio fa, sugcre-s¢ tratamento
menos agressivo, sendo atualmente recomendada a ressecgdo ampla da leséo,
com margens de lcm a 3cm, com ou sem linfadenectlomia ipsi ou bilateral
(ZUCKER & BERKOWITZ, 1985; NOUMOIT & FARBER, 1986; BERMAN
et al, 1989; WILKINSON, 1991; KELLEY ct al., 1992). Na auséncia de
linfonodos palpaveis ou clinicamente suspeitos, sem espagos vasculares
acometidos pela neoplasia, ou de um padrdo de crescimento do tipo infiltrativo, é
adequado somente a realizagiio de excisdo ampla local sem linfadencctomia

(KURMAN et al., 1992).

3.4. Estudos sobre a patogénese

A patogénese destas lesdes vulvares ¢ considerada multifatorial, ndo

cstando at€¢ o momento completamente esclarccida.
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3.4.1. Estudos epidemiologicos

Estudos epidemioldgicos de pacientes com neoplasia vulvar revelam
que fatores ambientais possuem um papel importante na génese das lesdes
intraepiteliais e invasivas da vulva. Entre estes fatores, destacam-se o fumo (ZUR
HAUSEN, 1987, CRUM & BURKETT, 1989; GISSMANN, 1989; SEHGAL,
KORANNE, SRIVASTAVA, 1989; NOFFSINGER, WITTE, FENOGLIO-
PREISER, 1992), exposigdo a agentes fisicos e quimicos como a radiagdo
ionizante pélvica ¢ arsénico (MORIN et al., 1981; CRUM & BURKETT, 1989;
FU & REAGAN, 1989; GISSMANN, 1989; NOFFSINGER et al, 1992),
conlraceptivos  orais  (HHOWLLY & SCHLEGEL, 1988, KOUTSKY,
GALLOWAY, HOLMES, 1988; GISSMANN, 1989; NOI'FSINGER ct al.,
1992), hormoénios de crescimento ¢ esterdides (BERNARD, 1990), estado imune
(ZUR HAUSEN, 1986; HOWLEY & SCHLEGEL, 1988, KOUTSKY et al.,
1988; GISSMANN, 1989; NOFFSINGER et al., 1992), fatores genéticos
(MORIN et al., 1981; WAGGONER ct al., 1990), ncoplasias urogenitais (FU &
REAGAN, 1989; SYRJANEN & SYRJANEN, 1990; BARBERO et al., 1993) ¢,
irritagdes cronicas e infecgdes vulvovaginais (BUCKLEY et al., 1984; POWELL
et al., 1986; CRUM & BURKETT, 1989; SYRJANEN & SYRJANEN, 1990;
SIEGSMUND, WAYSS, AMTMANN, 1991; BARBERO ct al., 1993).

Também implicados na carcinogénesc estiio as infecgdes sexualmente
transmissiveis como as docngas cronicas granulomatosas ¢ sifilis (POWELL ct

al., 1986; SEDLACEK ctal., 1991; CRUM, 1992; BARBERO et al., 1993).

Quanto as lesdes distroficas vulvares, isto é, o liquen escleroso e a
hiperplasia escamosa (WILKINSON, 1990), os estudos sdo discordantes, sendo o
scu potencial maligno dificil de se determinar (BUSCEMA & WOODRUFF,
1980; CRUM & BURKETT, 1989; BARBERO ct al., 1993). A julgar por

diferentes trabalhos, a freqiiéncia de carcinoma em associagdo com distrofia
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vulvar varia de 0% a 75%, estando em média ao redor de 5% a 10%, sendo mais
freqiiente na presenga de lesdes hiperplasicas com atipias celulares, atualmente
denominadas como VIN (NOUMOFF & FARBER, 1986; CRUM & BURKETT,
1989; FU & REAGAN, 1989; BARBERO et al, 1990; TOKI et al., 1991;
WILKINSON, 1991; CRUM, 1992).

3.4.2. Virus do herpes simples (HSV2)

No inicio dos anos setenta, o virus do herpes simples tipo 2 (HSV2)
fot muito estudado, tentando-se associa-lo a0 carcinoma do (rato genital feminino

inferior (CRUM, 1987; ZUR HAUSEN, 1987).

E sabido que alguns virus do grupo herpes-virus sfio capazes de causar
transformagdo maligna em cultura de tecidos ou animais experimentais, como por

exemplo o Epstein-Barr ¢ o citomegalovirus (ZUR HAUSEN, 1982).

O primeiro trabalho mencionando a relagdo entre HSV?2 ¢ carcinoma

do colo uterino foi realizado em 1966 por 4 NAIB, NAHMIAS, JOSEY.

Os trabalhos associando o HSV2 na carcinogénese genital, em
especial no colo do datero, basearam-se principalmente em estudos sero-
epidemioldgicos, 0s quais mostraram niveis de anticorpos sangiiincos contra o
HSV2 maior, e em mais elevado namero de pacientes com carcinoma cervical em
relagdo & populagiio cin geral, ¢ mais raramente, através de exames imuno-
histoquimicos (CRUM, 1982; KORHONEN et al., 1982; ZUR HAUSEN, 1982;
BROWN & FIFE, 1990).

ANAIR, Z_IM_; NAHMIAS, AL; JOSEY, W.E. apud RUBINSTEIN, E. - Probably virus - induced
cpithelial lesions in preinvasive cervical cancer. Acta Obstet. Gynccol. Scand., 59:529-34, 1930,
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Entretanto, outros estudos utilizando métodos soroldgicos, de imuno-
histoquimica ¢ hibridizagio do DNA, nido conseguiram  demonstrar
consistentemente a presenga do HSV2 na populagio de pacientes com carcinoma
do trato genital, levando-os a pesquisa de outros agentes etiologicos, entre eles, o
HPV (ZUR HAUSEN, 1982, 1987; CRUM, 1987; BROWN & FIFE, 1990;
NAIR & PILLAL 1992).

Poucos trabalhos atualmente identificam a importancia do papel do
HSV2 na carcinogénese genilal, sendo as evidéncias inconclusivas (ZUR

HAUSEN, 1982, BROWN & FIFE, 1990).

Acredita-sc que o HSV?2 tenha um papel indireto na patogénesc destas
lesSes. Alguns autores apontam como provavel um sincrgismo entre o HSV2 ¢ o
HPV, o qual promoveria uma translormagio celular mais eficiente (ZUR
HAUSEN, 1982; DILUCA ct al., 1987, KOUTSKY et al., 1988; NAIR &
PILLAL 1992). Entrc os mecanismos através dos quais o HSV?2 cooperaria para a
transformagéio celular estdo: facilitagio da integragdo do HPV no genoma da
célula hospedeira, ativagio de oncogenes, alteragdo de £gencs supressores
celulares, ou atuagdo como um mutagénico (ZUR HAUSEN, 1982; DILUCA et
al., 1987).

O papel do HSV2 e sua relagdo com 0 HPV, na carcinogénesc do trato

genital feminino inferior ¢ incerto, ¢ ainda precisa ser melhor definido.
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3.4.3. Virus do papiloma humano (HPV)

A partir da década de oitenta, o HPV tornou-se o maior suspeito na
génese das neoplasias intraepiteliais e invasivas do trato genital feminino, sendo
esta associagdo sustentada por grande numero de estudos relacionando o HPV ¢
neoplasia nos niveis clinico, epidemiolégico, histologico, imuno-histoquimico e
molecular (CRUM et al., 1982, CRUM, 1987; KLUZAK & KRAUS, 1987; FU
& REAGAN, 1989; KREBS, 198%b; KURMAN, NORRIS, WILKINSON,
1992a),

A verificagdo de que a infecgdio pelo paptlomavirus causa tumores

benignos, levou a procura do scu papel na formagéo de neoplasias malignas.

Cstudos experimentais "in vivo" ¢ "in viltro”, mostraram que 0
papilomavirus sio capazes dc induzir a transformag¢io maligna em células
humanas ¢ de rocdores (SYRJANEN, 1992). A oncogenicidade viral
demonstrada em animais deu origem a enorme interessce accrca do possivel papel
destes virus no carcinoma humano e no mecanismo envolvido na transformagdo

neoplasica (RANDOQ, 1988; GISSMANN, 1989).

A analisc do provavel papel do HPV na carcinogénese humana
iniciou-s¢ ha cerca de 17 anos através do desenvolvimento das técnicas de
biologia molccular (CRUM ct al., 1982; KLUZAK & KRAUS, 1987, KURMAN
et al., 1992a; NAIR & PILLAI 1992; SYRJANEN, 1992). O descobrimento, o
isolamento ¢ a subclassificagdo dos tipos de HPV resolveram muitas questdes
concernentes a relagdo do HPV e diferentes formas de lesdes pré-cancerosas, ¢

suas caracteristicas biologicas .

As cvidéncias iniciais sugerindo que o HPV pode causar cancer no
homem, vieram do estudo da Epidermodisplasia verruciforme (RANDO, 1988;

KREBS, 1989b): uma doenga hereditaria autossoémica recessiva, com depressio
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da imunidade celular, que representa o modelo natural da oncogénese viral em

humanos.

Estudos clinico-patol6gicos relacionando HPV e neoplasia do colo
uterino iniciaram em 1977 com SMEISELS, FORTIN, ROY, os quais relataram a
possibilidade de ocorrer transformagdo maligna nos condilomas (acuminado ¢
plano) do colo uterino, podendo assim, a infecgdo pelo HPV ser um precursor da

ncoplasia cervical.

A partir  dai, cvidéncias circunstanciais, através  de  cstudos
epidemiologicos ¢ experimentais, suportam fortemente o papel do HPV como
agente causal das ncoplasias do (rato anogenital cm ambos os sexos, incluindo a
vulva, vagina, colo uterino, regido anal ¢ pénis (CRUM et al., 1982; REID et al.,
1987; SYRJANEN ct al., 1987, PLANNER & [HOBBS, 1988; ZUR HAUSEN,
1991).

A relagdo entre HPV e carcinogénese do trato genital feminino inferior
foi mais profundamente estudada no colo utertno, sendo que as evidéncias
associando infec¢do pelo HPV e neoplasia sdo baseadas nas observagSes de que:
(SYRJANEN et al, 1987; LUCAS, 1988; GISSMANN, 1989; SYRJANEN &
SYRJANEN, 1990; SYRJANEN, 1992).

- a infecgdo pelo HPV esta associada a fatores de risco que também

predispdem a muther ao carcinoma do colo uterino;

- a histéria natural das lesdes pelo HPV no colo ¢ semelhante as das

ncoplasias infracpitcliais e invasoras do colo uterino; e ainda:

SMEISELS, A.; FORTIN. R, ROY, M, apud FLETCHER, S. - Histopathology of papilloma virus
infection of the cervix uteri: the history, taxononty, nomenclature and reporting of koilocyiic displasias.
J. Clin. Pathol., 36:616-24, 1983,
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- pela demonstragdo do envolvimento do HPV em lesdes benignas,
pré-neoplasicas e malignas, através de técnicas morfologicas,

imuno-histoquimicas ¢ de hibndizagdo;

- pela presenga de tipos de HPV associados a oncogénese, em tecido

adjacente as lesdes pré-malignas e malignas, na forma latente; e

- pela presenga de modelos animais onde o papilomavitus induz a

transformagdo maligna.

Além  disso, concomilanicmente ao aumcnto da freqiiéneia  dos
carcinomas "in sitw” vulvar ¢ cervical, houve um agumento na incidéncia da
infecgdio pelo HPV, sugerindo um papel etioldgico comum (CRUM, 1982;
HORDING et al., 1991).

Em relagio as neoplasias intraepiteliais ¢ invasoras da vulva, sua
relagio com o HPV foi observada através da alta associagio destas lesdes com
condiloma ao nivel histologico ¢ através dos exames imuno-histoquimicos, por
microscopia eletrfnica, ¢ da hibridizagdo do DNA (KLUZAK & KRAUS, 1987;
PLANNER & HOBBS, 1988; HUSSEINZADEH ct al., 1989; HORDING et al.,
1991).

A patogénese associando o HPV com o desenvolvimento de neoplasia
ainda ndo csta totalmente csclarecida, ¢ ¢ muito discutida, principalmente na

regido vulvar.

Quanto a0 mecanismo patogénico envolvendo o HPV ¢ as neoplasias
de células escamosas, parece que ha uma interagdo entre diversos fatores, onde
sabidamente um fendmeno isolado niio é capaz de promover a transformagido
maligna das células infectadas pelo virus (SYRJANEN et al, 1987; ZUR
FIAUSEN, 1991; NOFFSINGER ct al., 1992; GRIEP ct al., 1993).
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3.4.3.1. Morfologia e biologia do HPV

Diferentes tipos de papilomavirus humano estio envolvidos no
desenvolvimento de uma variedade de lesdes escamosas proliferattvas da pele ¢
mucosas (HOWLEY, 1982; REID et al, 1987: DE VILLIERS, 1989;
NOFFSINGER et al., 1992).

Pertencem a familia dos Papovaviridae e ao geénero Papillomavirus
(SYRJANEN et al., 1987; KOUTSKY et al., 1988: REID & GREENBERG,
1991).

Sdo virus de DNA, apresentando uma unidade de Acido nucleico
composta por cerca de 7900 pares de bases, que formam uma moléeula circular
de dupla fita, e peso molecular de aproximadamente cinco milhes de daltons.
Externamente, contém um capsideo proteico icosaédrico com cerca de 72
capsomeros, ¢ 52 a 55 nandmetros de didmetro (SINGER, CAMPION,
McCANCE, 1985; SYRJANEN et al., 1987, KOUTSKY et al., 1988: REID &
GREENBERG, 1991)

580 extremamentc espécie ¢ sitio-especificos, ¢ com potencial
oncogénico varidvel de acordo com o tipo viral (BROWN & FIFE, 1990
WRIGHT & RICHART, 1990; REID & GREENBERG, 1991; NOFFSINGER et
al., 1992).

A sintese viral ocorre dentro das células infectadas c a maturagio do

virus esta mtimamente relacionada com a diferenciagiio do epitélio escamoso.

O HPV infecta o cpitélio escamoso apds microtraumas, a partir das células
da camada basal, na forma dc epissomos (DNA viral ndo integrado ao DNA da
célula hospedeira). A medida que as cllulas epiteliais se diferenciam, os virus
replicam (replicagiio vegetativa) nos niclcos de queratindcitos maduros da

metade superior do epitélio escamoso, produzindo um alto nimero de cdpias
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virais, A ativagio ¢ a expressdo dos genes virais ¢ realizada através de sinais
fisioldgicos da célula hospedeira, como horménios (glicocorticéides, hormonio
de crescimento, progesterona), ou através do acoplamento da transcrigdo viral ao
ciclo celular do hospedeiro. Além dos fatores do hospedeiro, o virus também
possui mecanismos intrinsecos de regulagdo da transcrigdo viral. Produtos dos
genes virais interferem nos mecanismos de diferenciagio e proliferagdo celular
produzindo alteragdes fenotipicas do epitélio escamoso infectado, na fase de
expressao ativa da doenga (KROUTSKY et al., 1988; BERNARD, 1990; REID &
GREENBERG, 1991: KURMAN et al., 1992a; NOFFSINGER ctal., 1992).

Os cstudos pormenorizados da biologia viral, dos mecanismos de
regulagdo da replicagdo do virus, ¢ da oncogénesc viral tém sido dificultados
devido a inabilidade de crescimento ¢ replicagio dos papilomavirus cm sislemas
de cultura (KOUTSKY ¢t al., 1988; DIi VILLIERS, 1989; DEL VECCIHIO ct al,,
1992; KURMAN et al., 1992a; SYRJANEN, 1992; VANDE POL & HOWLEY,
1992),

A maioria dos trabalhos realizados for através do BPVI
(papilomavirus bovino tipo 1) como sistema modelo (DEL VECCHIO ct al.,
1992: VANDE POL & 1IOWLEY, 1992). Virus clonados podem infectar certas
culturas de células possibilitando a investigagiio da replicagdo viral, expressio
pénica e transformagdo celular (KLEINHEINZ ct al.,, 1989, VANDE POL &
HOWLEY, 1992). Enlretanto ndo ha produgfio de particulas virais maduras,
devido a necessidade de completa diferenciagio celular para a expressido dos
genes virais tardios (SINGER ct al., 1985; KLEINHEINZ ct al., 1989; VANDE
POL & HOWLEY, 1992).
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O primeiro trabatho que gerou infecgdo produtiva pelo HPV fora do
homem, foi realizado por s KREIDER et al. (1985). Isto foi muito importante,
pois anteriormente ndo se conseguia gerar infecgdo produtiva ou alteragBes

fenotipicas em células de cultura.

O aperfeigoamento dos sistemas de cultura de tecidos para a obtengio
de completa diferenciagdo de queratindcitos "in vitro”, devera auxiliar o estudo
da biologia do papilomavirus ¢ a sua rclagio com diferenciagio e transformacao

celular,

Através do descnvolvimento da biologia molecular, incluindo a
hibridizagdo do DNA, ocorreu uma grande expansio dos conhecimenfos cm
relagdio & biologia do virus, possibilitando-se a partir do seqiiénciamento do DNA
viral, o estudo da organizagdo do seu genoma ¢ a identificagdio dos tipos ¢
subtip()S de paptlomavirus (HOWLEY, 1982; KLUZAK & KRAUS, 1987:
KOUTSKY et al., 1988; BROWN & FIFE, 1990).

Com o uso dc endonuclcases de restrigio, que reconhccem e
"quebram” o DNA em locais especificos, conseguiu-se identificar diferentes
seqiiéneias nucleotidicas em relagdo aos papilomavirus, podendo assim classifica-
los em diferentes tipos com a utilizagdo dc padides caracteristicos de
fragmentagio do DNA viral (HOWLEY, 1982; KLUZAK & KRAUS, 1987;
KOUTSKY etal.,, 1988; RANDO, 1988; DE VILLIERS, 1989)

Assim, os papilomavirus sdo identificados dec acordo com o scu
hospedeiro alvo e pelo scu gendtipo. Sdo classificados conforme o grau de
lhomologia de sua seqiéncia nucleotidica ¢ numerados pela ordem da sua

descoberta.

S KREIDER, J.W.; HOWETT. M.K.; WOLFE_ S.A; BARTLETT, G. L.; ZAINO, R.J.; SEDLACEK,
T.V.; MORTEL, R. apud SYRJANEN., K_; GISSMANN, L.; KOSS, L.G. cd. - Papillomaviruses ind
human disease. Berlin, Springer - Verlag, 1987 - 518 p,
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Virus que compartilham menos de 50% de homologia do seu gendtipo
com outros tipos ja definidos, sdo classificados como um novo tipo de
papilomavirus. Os tipos especificos de PV (papilomavirus) séo subclassificados
como subtipos quando possuem mais de 50% de homologia, porém menos de
100%, e apresentam diferengas no padiio de clivagem através do uso das
enzimas de restrigdo (endonucleases), sendo identificados por letra mindscula do
alfabeto (SINGER et al., 1985; KOUTSKY et al, 1988; RANDO, 1988, DE
VILLIERS, 1989).

Atualmente, mais de¢ 60 tpos de papilomavirus humano cstio
caracterizados (BROWN & FIFE, 1990; NUOVO, 1990; SYRJIANEN &
SYRJANEN, 1990; DEL VECCHIO et al., 1992; NOFFSINGER et al., 1992) e
suas expressdes clinicas ¢ morfologicas formam grupos caracteristicos (REID et
al., 1987; WRIGHT & RICHART, 1990; HALBERT, DEMERS, GALLOWAY,
1991: REID & GREENBERG, 1991; NOFFSINGER et al., 1992). Destes, pelo
menos 20 tipos dc HPV sido encontrados em lesbes do tralo genital feminino
inferior, como os tipos 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33-35, 39, 40, 42-45, 51-59
(KOQUTSKY ct al., 1988, SYRJANEN & SYRIJANEN, 1990; WRIGHT &
RUCHART, 1990; SYRJIANEN, 1992).

3.4.3.2. Organizacio do genoma viral (Figura 2)

A organizagio do genoma viral foi primeiramente determinada para o
papilomavirus bovino tipo 1 cm 1982 por 7CHEN ct al.. Ha uma organizagao

geral bem conservada cntre os diferentes tipos de papilomavirus, com uma

7TCHEN, E.Y.; HOWLEY, P.M.. LEVINSON, A.DD.; SEEBURG, P.H. apud SYRJANEN, K.
GISSMANN, L.; KOSS, L.G., cd. - Papillomaviruses and human diseasc. Berlin, Springer - Verlag,
1987. 518 p.
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configuragio basica de seqiiéncias codificadoras de proteinas (ORF - open
reading frames), as quais estdo restritas a uma fita de DNA (SYRJANEN et al,,
1987). A maioria dos ORFs dos diferentes tipos de papilomavirus ocupam
posi¢io similar entre si, sem diferenga substancial no comprimento dos ORFs
homélogos; mas diferem nas seqiiéncias de nucleotideos, que podem ser

demonstradas através das técnicas de biologia molecular (SYRJANEN et al,,
1987).

N X .
HPV16
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FIGURA 2 - Organizagio do genoma do HPV16 ¢ BPV1 (SYRJANEN ct al,
1987)
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O genoma viral pode ser dividido em trés segmentos funcionais (REID

& GREENBERG, 1991):
a) regifio inicial ("early region”)

Sdo seqiéncias de nucleotideos responsdveis pela codificagdo de
proteinas virais envolvidas no controle da replicagdo do DNA, na transcrigéo do
RNA (4cido ribonucleico) viral, e que induzem a transformagdo das células do
hospedeiro. Estes genes sdo expressos na camada basal do epitélio escamoso
"inicialmente" logo apos a infecgdo ¢ antes da replicagdo do DNA viral, ¢ assim,
denominados como "carly" dc acordo com a scqiiéncia cronologica cspeeifica

durantc a qual sdo ativados, cm relagdo a regido tardia.

Sédo 8 scqiiéneias codiflicadoras (ORFs), denominadas de E1 a E8. Os
produtos dos genes iniciais estio melhor estudados no BPV1 e resumidamente,
cstiio relacionados a (SYRJANEN ct al., 1987; WRIGHT & RICHART, 1990:
BERNARD, 1990; REID & GREENBERG, 1991; NOFFSINGER ect al., 1992):

E1 - fun¢do na replicagiio do DNA viral, isto é, modulador do niimero

de particulas virais epissomais

E2 - regulagdo da transcrigfio viral; papel na replicagdo do DNA viral

codificando prolcinas que ativam outros genes virais iniciais
B3 - fungio desconhecida

E4 - papel na fase tardia do ciclo de replicagdo viral; envolvidos na

maturagio e reunido viral

5 - induz a sintese do DNA das células hospedeiras; relacionado com

a transformacio cclular

E6 - papel na transformagiio cclular
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E7 - papel na transformagio celular e imortalizagdo de linhagens

celulares em cultura

E8 - possivel papel na replicagdo do DNA viral

O E6 e E7 sdo importantes na indugdo ¢ manutengdo do estado

maligno das células carcinomatosas.

b) regidio tardia

Os genes tardios codificam proteinas cstruturais que formam o

capsideo viral. Sdo ativados durante os eslagios [inais  do ciclo viral ¢ sio

expressos nas células difercnciadas da regiio mais superficial do epitélio

escamoso da pele ¢ mucosas (SYRJANEN ct al., 1987; WRIGHT & RICHART,
1990; BERNARD, 1990; REID & GREENBERG, 1991, NOFFSINGER et al.,

1992);

LI;

1.2

codilica a proleina estrutural principal, a qual representa 80% das
proteinas virais tolais. Apresenta-sc altamente conscervada na
maioria dos papilomavirus d¢ animais e humanos, scndo usado
como reagente imunocitoquimico grupo-cspecifico em métodos de
investigagdo para a detecgiio da presenga do papilomavirus

(SYRJANEN ct al., 1987; REID & GREENBERG, 1991).

codifica a proteina estrutural menor. Parcce ser importante para
a interagdo virus-célula alvo. 5 altamente tipo-especifico, servindo
como ponto de distingdo para tipagem imunocitoquimica dos
tecidos infectados por diferentes tipos de papilomavirus

(SYRJANEN ct al., 1987; REID & GREENBERG, 1991).

¢) regifio controladora longa (LCR ou URR, do inglés, Long Control

Region ou Upstream Regulatory Region).
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Regido reguladora situada no limite entre as regides iniciais e tardias
do papilomavirus. E um segmento nio codificador, envolvido na regulagio da
transcrigdo e replicagdo viral. Contém a origem da replicagio do DNA viral,
varios promotores (seqiiéncias nuclcotidicas necessarias para iniciar a sintese
do DNA viral), amplificadores (seqiiéncias necessarias para aumentar o indice
de transcrigdo do RNA mensageiro) e, seqiiéncias reguladoras da transcrigdo
(SYRJANEN et al., 1987, BERNARD, 1990; WRIGHT & RICHART, 1990:
REID & GREENBERG, 1991).

3.4.3.3. Fatores envelvidos na transformaciio neoplasica
3.4.3.3.1. Presenga de tipos de IIPV de alto risco nas lesdes

Através da biologia molccular foi possivel a subclassificagio do HPV
em tipos ¢ subtipos virais, ¢ um melhor entendimento no mecanismo molecular

envolvido na replicagdo viral ¢ na transformagéo celular (HOWLEY, 1982).

Cerlos tipos dec HPV  possuem  potencial de imortalizagio,
transformagiio cclular ¢ alteram o comportamento de diferenciagio de

queratindceitos, "in vitro" (KLEINHEINZ ct al., 1989; KURMAN et al., 1992a.).

O comportamento biologico das lesdes pré-cancerosas genitais ¢
influenciado por tipos especificos de HPV. Sabe-se que certos gendtipos de HPY
estdo preferencialmente associados com os carcinomas de células escamosas e
lesdes precursoras, sendo que cvidéncias do potencial de progressio de leses
contendo cstes Lipos virais oncogénicos tém sido observados através de estudos
prospectivos (LUCAS, 1988; SYRJANEN & SYRJANEN, 1990: REID &
GREENBERG, 1991; SEDLACEK ct al., 1991; NOFFSINGER et al., 1992).
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Baseados no padrdo clinico-patologico das lesdes e no gendtipo do
HPV, estes sio divididos em tiés categorias principais (SYRJANEN &
SYRJANEN, 1990; REID & GREENBERG, 1991; SEDLACEK et al., 1991;
SYRJANEN, 1992).

- tipos de baixo risco: HPV tipos 6, 11, 42, 43 ¢ 44, presentes em
lesGes benignas e neoplasias intraepiteliais de baixo grau, com rara

progressdo para lesOes de alto grau,

- tipos de risco intermediario: HPV tipos 31, 33, 35, 51 ¢ 52, presentes
em necoplasias intraepiteliais de baixo ¢ alto grau, com rara

progressdo para ncoplasia invasiva;

- tipos dc alto rnisco: TIPV tipos 16 ¢ 1§, predominantemente presentes
em lesdes de alto grau e invasivas, ¢ em menor proporgio, em

ncoplasia intracpitelial de baixo grau.

O motivo da niio oncogenicidade de certos tipos de HPV ndo ¢
conhecido, entretanto, parece ser por diferengas nas scqiiéneias nucleotidicas do
scu genoma ¢ na Dbiologia cclular do virus (SMOTKIN, PROKOPH,
WETTSTEIN, 1989)

3.4.3.3.2. Expressiio dos genes virais

Proteinas das regides E6 ¢ E7 do genoma do HPV tipos 16 ¢ 18 té€m
sido constantemente detectadas em culturas de linhagens celulares derivadas do
carcinoma do colo utcrino (SYRJANEN et al.,, 1987, ZUR HAUSEN, 1991;
NOFFSINGER et al., 1992; SCHEFFNER et al., 1992).
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O potencial oncogénico do HPV ¢ refletido "in vitro” pela sua
habilidade de imortalizar queratindcitos ¢ alterar o sew comportamento de

crescimento ¢ diferencia¢io (DEFEQO-JONES et al., 1993; GRIEP et al., 1993).

As propriedades oncolégicas do HPV sfo atribuidas as regides E6 e
E7 do genoma viral (PARK et al., 1991b), sendo que o gene E6 potencializa a
agdo do E7 (HALBERT et al.,, 1991; FUJITA et al, 1992). Os mecanismos
através dos quais o E6 e E7 contribuem para o desenvolvimento do fendtipo
maligno ndo sdo completamente compreendidos (CROOK & VOUSDEN, 1992;
DEFEO-JONES ct al., 1993).

A expressdo constante de produtos génicos especificos do HPV, em
particular, dos genes E6 ¢ E7, € requerida para iniciar e manter o fendtipo
maligno (SYRJANEN ct al., 1987, HALBERT ct al., 1991; PARK ct al., 1991b;
ZUR HAUSEN, 1991; NOFFSINGER ct al., 1992), Ambos possuem papel na
imortaliza¢do e transformag¢do celular através da codificagio de oncoproteinas
virais (HALBERT ct al., 1991; ZUR HAUSEN, 1991; NOFFSINGER ct al,,

1992), da sua capacidade de se ligar a produtos proteicos de anti-oncogenes.

celulares e da modulaciio da atividade de fatores celulares (WILCZYNSKI et al.,
1988; BERNARD, 1990; JEWERS ct al., 1992).

Tem sido demonstrado  através  de  cstudos  experimentais  cm
queratindcitos humanos, que culturas de células infectadas com os genes E6 e E7
dos HPV tipos 16, 18, 31 ¢ 33 podem ser indefinidamente mantidos "in vitro"
(imortalizagdo celular), e que estas linhagens celulares podem se transformar e
adquirir capacidade de formar lumorcs. Entretanto, apcsar dc nccessaria, a
expressio dos gencs E6 ¢ E7 ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento do
crescimento maligno, requerendo co-fatores adicionais (ZUR HAUSEN, 1991,

KURMAN et al., 1992a).
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O potencial oncogénico dos diferentes tipos de HPV, isto ¢, de alto e
baixo risco, é atribuido a variagdo na atividade bioldgica das oncoproteinas
virais, baseadas em diferengas nas suas propriedades bioquimicas, na expressdo
dos genes virais E6 ¢ E7, e no potencial intrinseco de seus produtos proteicos
(HALBERT et al., 1991; VILLA & BRENTANI, 1991; ZUR HAUSEN, 1991,
NOFFSINGER et al., 1992; GRIEP et al., 1993). Produtos da regifio E7 dos
HPYV tipos 6 e 11 possuem fraca capacidade de imortalizagdo e transformagdo

celular JEWERS et al., 1992; SCHEFFNER et al., 1992).

3.4.3.3.3. Estado fisico do genoma viral

Fm animais, a integracdo do DNA viral a célula hospedeira ¢ pré-
requisito para a transformagiio celular (SINGER & McCANCE, 1985), enquanto
que no homem, o estado fisico do DNA viral nos carcinomas ¢ muito variavel,
sendo freqiientemente epissomal, isto €, ndo integrado, nos carcinomas
escamosos de individuos com Epidermodisplasia verruciforme (SYRJANEN ct

al., 1987, HOWLEY & SCHLEGEL, 1988).

Na regido anogenital, o HPV ¢ freqilentemente encontrado na forma
cpissomal cm lesdes benignas ou pré-ncoplasicas, enquanto que a forma
integrada ¢ demonstrada na maioria das lesdes cancerosas invasivas (SYRJANEN
ct al., 1987; ZUR HOUSEN, 1991; HAWLEY & SCHLEGEL, 1988; MILDE-
LANGOSCH, BECKER, LONING, 1991). Em pequena porcentagem de casos
encontra-sc¢ o virus ndo integrado cm carcinomas (FUKUSHIMA et al., 1990;
MILDE-LANGOSCH et al., 1991; ZUR HAUSEN, 1991; DAS et al, 1992;
SNIJDERS ct al., 1992) ou formas integradas em lesGes benignas e pré-
cancerosas (KOUTSKY et al., 1988; DAS et al., 1992).
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O estado fisico do DNA viral interfere na estrutura das proteinas virais
sintetizadas, afeta a regulagdo da expressio génica do virus ¢ a interagdo entre o
papilomavirus e a célula hospedeira (SYRJANEN et al., 1987; NOFFSINGER et
al., 1992).

A integragio do DNA do virus na célula hospedeira parece
desencadear a expressio desregulada dos genes virais, em especial do E6 e E7, os
quais possuem importante papel na oncogénese (LUCAS, 1988, CRUM &
BURKETT, 1989; SYRJANEN & SYRJANEN 1990; DAS ct al, 1992;
SNIIDERS ct al., 1992).

Tem sido demonstrado que no HPV integrado hd interrupgdo de um
sitio especifico, ao nivel da regido E2 ( WILCZYNSKI et al., 1988; VILLA &
BRENTANI, 1992; ZUR HAUSEN, 1991; NAIR & PILLAI, 1992;
NOFFSINGER et al., 1992), responsavel pela fungio de regulagiio da transcrigdo
dc outros genes virais, aluando inclusive ao nivel da regido controladora longa.
Com a inativagdio da fungdo repressora da transcrigdo da regido E2, ha aumento

da transcrigfo das regides E6 ¢ E7.

Entretanto, alguns estudos mostram que mesmo com a produgéo do E2
em cultura, hd aumento dos produtos de transcrigio das regides EG ¢ E7,
sugerindo que somente a interrupgiio do E2 niio ¢ a causa do aumento destes

transcritos (VILLA & BRENTAN]I, 1991; SNIJDERS ct al., 1992).

Com a integragic do DNA viral podem ocorrer anomalias
cromossdmicas, alterages de proto-oncogenes ¢ amplificagio génica da célula
infectada, o que levaria a instabilidade genética ¢ divisdo celular incontrolada,
aumentando a susceptibilidade celular a outros fatores carcinogénicos exogenos
que poderiam auxiliar no processo de desenvolvimento neoplasico (SNIJDERS et

al, 1992).
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A integra¢do do DNA viral na célula hospedeira ocorre ao acaso, ou
seja, em local ndo especifico e parece ndo interromper fungdes génicas essenciajs
¢ nem ativar genes "silenciosos" (BUSCEMA et al, 1988; HOWLEY &
SCHLEGEL 1988; WILCZYNSKI et al, 1988; ZUR HAUSEN, 1991).
Entretanto, alguns trabalhos mostram a integragao viral préxima ao sitio de proto-
oncogenes celulares como o c-myc (SYRJANEN et al., 1987; HOWLEY &
SCHLEGEL, 1988; WILCZYNSKI et al., 1988; NAIR & PILLAI, 1992;
NOFFSINGER et al., 1992).

Assim, ainda ndo cstd claro sc a integragio ¢ responsavel pelas
propricdades de invasio das células anormais. Ela pode ser um fator decisivo no
desenvolvimento dos carcinomas genitais porém, por si s6 ndo ¢ suficiente para
explicar um fendmeno (do complexo (SYRJANEN ct al., 1987, KOUTSKY et
al., 1988; FUKUSHIMA et al., 1990; DAS et al., 1992; SNIJDERS et al., 1992).

3.4.3.3.4. Ativacie de oncogencs celulares

Estudos sugcrem a ativagdo ¢ amplificagdo de oncogenes celulares
como cventos adicionais na progressdo das neoplasias do trato genital
(GISMANN, 1989; MILDE-LANGOSCH et al., 1991; FUJITA ¢t al., 1992;
NAIR & PILLAI 1992; SYRJANEN, 1992).

Os proto-oncogenes cstdo envolvidos no crescimento e diferenciagio
celular, ¢ quando ativados sc transformam cm oncogenes que possucm papel
fundamental na geragdo do estado neoplasico por promover crescimento e

diferenciagdo celular anormal (GRIEP et al., 1993).
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Foi demonstrado que o gene E7 dos papilomavirus oncogenicos
podem cooperar com oncogenes celulares como os genes ras, c-myc, h-ras e c-
erbB-2 (MILDE-LANGOSCH et al., 1991, NUOVO et al., 1991; NOFFSINGER
et al., 1992; PHELPS et al., 1992; GRIEP et al., 1993). Além disso, foi observado
em alguns carcinomas genitais, em especial, do colo uterino, a amplificagdo de

certos oncogenes como o ¢-myc, c-fos, c-jun ¢ h-ras (SYRJANEN et al., 1987).

Entretanto, até¢ o momento, a relagdo entre oncogenes ¢ HPV ¢ ainda

obscura ¢ especulativa,

3.4.3.3.5. Papel dos genes supressores tamorais celulares (anti-oncogenes)

A transformagfio maligna deve scr em parte devida a inabilidade do
controle das células do hospede.iro, que € mediada pela expressio viral
(KURMAN et al., 1992a). A ligagiio das oncoproteinas virais com os produtos
dos genes supressores tumorais ¢ responsavel, pelo menos parcialmente, por
alguns dos mecanismos bioquimicos cruciais que contribuem para a patogéncse
das alteragSes proliferativas induzidas pelo HPV (JEWERS et al., 1992; PHELPS
ctal., 1992; DEFEO-JONES ct al., 1993; GRIEP et al., 1993).

Os genes p53 ¢ do retinoblastoma (RB) codificam proteinas celulares
reguladoras do crescimento celular, possuindo papel no controle da replicagdo do
DNA e do ciclo mitotico da célula (ZUR HAUSEN, 1991; NOFFSINGER et al.,
1992).

O gene p53 ¢é o mais fregilentemente envolvido na oncogénese humana
e sdo descritas mutagBes deste gene em carcinomas do colon, mama, pulmio e

outros oOrgdos (FUJITA ¢t al., 1992; SCHEFIFNER ct al., 1992). Estudos
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experimentais demonstraram sitios especificos de ligagdo no gene E6 do HPV
para o produto proteico do gene p33 ¢, no gene E7 para o produto proteico do
gene do retinoblastoma (FUJITA et al, 1992; NAIR & PILLAI 1992;
NOFFSINGER et al., 1992; PHELPS et al., 1992; GRIEP et al., 1993).

A capacidade de ligagdo das regides E6 ¢ E7 do HPV com os produtos
dos anti-oncogenes p53 ¢ RB ¢é maior nos HPV de tipos 16 e 18 (mais
oncogénicos) do que nos tipos 6 ¢ 11 (VILLA & BRENTANI, 1991; ZUR
HAUSEN, 1991; SCIIEFFNER ct al., 1992).

O complexo formado cntre as proleinas virals das regides E6 ¢ E7 com
os produlos proicicos dos genes p53 ¢ RB, leva a degradagiio desies altimos, com
bloqueio ou alteragio da sua fungdo. Conscqicntemente, ha desrcgulagio do
ciclo celular, instabilidade cromossémica ¢ aneuploidia, ocasionando proliferagio
celular incontrolada (FUNTA ct al., 1992; JEWERS ct al., 1992; PHELPS ct al.,
1992; SCHEFFNER et al., 1992; GRIEP et al., 1993).

Alguns autores tém demonstrado nos carcinomas do colo uterino néo
associados a infecgdo pelo HPV presenga de mutagdo do p53, enquanto nos
carcinomas que continham HPV o p53 ndo era mutante (JEWERS et al., 1992,
SCHEFFNER et al., 1992; GRIEP et al., 1993), Entretanto, estes dados ndo sdo
observados por outros autores (CROOK & VOUSDEN, 1992; FUJITA et al,
1992), que questionam a importincia dos genes supressores tumorais com o HPV

¢ a carcinogénesc.

Portanto, as conseqiiéncias da ligagdo ¢ degradagdo dos anti-
oncogenes com as oncoproteinas virais ainda sdo obscuras, porém, este evento
isolado também ndio ¢ suficiente  para a transformagfio celular completa,
necessitando de  alteragSes genéticas adicionais (NOFFSINGER et al., 1992;
PHELPS et al., 1992; GRIEP et al_, 1993).
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3.4.3.3.6. O papel de co-fatores

Sabe-se que a infecgdo pelo HPV ¢ muito comum sendo que apenas
uma pequena porcentagem dos casos, apds um grande periodo de laténcia,
desenvolve neoplasia. Além disso, também sdo detectados tipos virais de alto
risco em lesdes benignas (GISSMANN, 1989). Evidéncias epidemioldgicas e
experimentais mostram que somente a infecgdo pelo virus ndo € suficiente para
induzir o carcinoma, sendo que a conversdo maligna depende da agdo sinérgica
do virus com fatores adicionais como: idade, local ¢ duragio da lesio, imunidade,
carcinégenos fisicos ou quimicos como o fumo e horménios, fatores genéticos,
agentes infecciosos, ¢ doengas inflamatdrias associadas (SINGER et al., 1985;
CRUM & BURKETT, 1989; GISSMANN, 1989; SEHGAL et al, 1989,
NOFFSINGER ct al., 1992).

Entretanto, a natureza destes co-fatores ¢ scus mecanismos de agdo

ndo estiio completamente definidos.

Quanto a idade, acredita-se que o HPV possa influenciar o tempo
requerido para a progressio das lesSes virais para as pré-neoplasicas e
neoplasicas. Isto vem da observagiio e do seguimento da infec¢éio pelo HPV em
pacienles jovens, cujas lesdes rapidamente progridem para epitélios atipicos,
diferentemente dc mulheres com Icsdes intracpitelials ou invasivas do trato
genital ndo relacionadas ao HPV, que sdo geralmente de grupos etarios mais
avangados (CRUM, 1987, WELLS et al., 1987; KOUTSKY et al., 1988;
FUKUSHIMA, 1990).

Quanto aos carcindgenos quimicos ou fisicos temos como exemplo o

papel da luz solar nos individuos com Epidermodisplasia verruciforme na
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indugio do carcinoma escamoso da pele, a radioterapia nos pacientes com
papiloma de laringe, o fumo e fatores dietéticos nas lesdes de bronquios e
esdfago (MORIN et al., 1981; ZUR HAUSEN, 1982; SINGER et al., 1985;
SYRJANEN et al., 1987; LUCAS, 1988).

O fumo tem sido associado a tumores genitais em alguns trabalhos
(ZUR HAUSEN, 1987, CRUM & BURKETT, 1989; GISSMANN, 1989,
SEHGAL et al., 1989; NOFFSINGER et al., 1992). Foram detectadas substincias
mutagénicas na sccregdo vaginal de fumantes (FU & REAGAN, 1989;
GISSMANN, 1989), e alguns autores acreditam que o fumo suprime a atividade
dos linfocitos T "killers" (CRUM & BURKETT, 1989), corrclacionando-o ao

carcinoma do colo utermo.

Além dos agentes carcinogénicos fisicos ¢ quimicos, também as
inﬂamziqf‘)cs ¢ infecgdes do trato genital potencializam o descvolvimento do
carcinoma, contribuindo para a progressdo clinica das lesoes (FU & REAGAN,
1989: GISSMANN, 1989; SYRJANEN, 1992). Em vista da alta prevaléneta de
multiplas infecgdes sexualmente transmissiveis em pacientes com carcinoma de

colo uterino, é sugerido uma intcragio entre o HIPV ¢ outros agentes infecciosos .

Os carcinogenos fisicos, quimicos ou biologicos, estimulam a
proliferagdo e teparo cclular, aumentando a susceptibilidade do hospedeiro para
adquirir a infecgdo pelo HPV, além de aumentar a probabilidade de mutagdo e
favorccer a integragio do genoma do HPV no DNA da célula hospedcira.
Também poderiam ativar oncogenes celulares ou inativar genes supressores
tumorais celulares (ZUR HAUSEN, 1987, 1991; KOUTSKY et al, 1988;
GISSMANN, 1989; RUSK ct al., 1991). A inativagdo dc fatores celularcs quc
regulam a transcrigio viral, provavelmente causado por outros carcinégenos, leva

a ativagio de certos genes virais iniciais ¢ & transcrigio de fatores de
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transformagio pelo virus que podem induzir a transformagio maligna

(GISSMANN, 1989).

A tegido controladora longa do genoma viral possui receptores que
respondem aos fatores hormonais celulares, os quais promovem ativa¢do da
transcri¢do dos genes iniciais, principalmente os das regides E6 ¢ E7 do HPV
(HOWLEY & SCHLEGEL, 1988; BERNARD, 1990; ZUR HAUSEN, 1991;
NAIR & PILLAL 1992; NOFFSINGER et al., 1992).

Além disso, os horménios esteroides aumentam a susceptibilidade das
células cervicais & infecgdo pelo HPV (MITTAL et al., 1993) e a atividade de
proliferagio celular (GISSMANN, 1989). Entre os hormdnios cnvolvidos cstio:
progesterona, estrogeno  (inclusive no uso dc anticoncepcionais orais),

glicocorticoides ¢ fatores de crescimento.

- O estrégeno  parcce  promover alteragio da resposta imune do
hospedeiro e favorecer a infecgdo pelo HPV ¢ a persisténcia ou progressdo da
doenga (CRUM & BURKETT, 1989). O HPV aumcnta a hidroxilagio do
cstradiol ¢ 0 metabolito resultante aumenta a expressio viral (AUBORN et al.,
1991). O uso dc anticoncepeionais orais ¢ a gravidez também estimulam a
producdo dos genes iniciais virais e a atividade de crescimento celular, além de
suprimirem a resposta imune i infecgdio pelo HPV (KOUTSKY et al., 1988;
GISSMANN, 1989).

Também alguns fatores celulares ou extracelulares como a
interleucina-6, gama-interferon e, lcuco-regulina, reprimem a expressio dos

genes miciais do HPV (KYO ct al., 1993).

Especial interesse tem sido enfocado nos mecanismos regulatérios de
varios fatores de crescimento, muitos dos quais sdo produtos proteicos de

oncogenes cclulares, regulados por varios horménios; entretanto, seu significado
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ainda foi pouco estudado (SYRJANEN, 1992). Entre estes fatores, estd o fator de
crescimento epidérmico. Durante o processo de irritagdo cronica, ha liberagio de
fatores de crescimento que se ligam a receptores na regido controladora longa do
genoma viral, estimulando a expressdo gé€mica do virus (SIEGSMUND et al,,
1991); esta mostra-se intimnamente associada a eventos especificos de controle do
crescimento e diferenciagdo do epitélio escamoso. For observado o aumento do
nimero de receptores para o fator de crescimento epidérmico conforme havia
progressdo do grau de displasia, sugermdo um papel deste fator na génese da

neoplasia intracpitelial cervical (MITTAL, 1992).

Alteragdes na imomdade modificam o curso da infecgdo pelo HPV. A
transformagiio carcinomatosa do condiloma parcce ser mais comum em
individuos 1imunodeprimidos, resultante da faléncia dos mecanismos de controle
da célula hospedcira sobre a expressdo dos gences virais (ZUR HAUSEN, 1986,
1987; SYRJANEN & SYRJANEN, 1990; HORDING ct al., 1991; CROOK &
VOUSDEN, 1992). Entretanto, o componcnte imunolégico da resposta do

hospedciro ainda néo ¢ bem definido, com resultados contraditorios.

Entr¢  as alteragdes imunoldgicas detectadas  estdo:alteracdes
quantitativas ou qualitativas das células dc¢ Langerhans (KOUTSKY ct al.,
1988), anormalidade da relagdo das células linféides T "killers" e supressoras
(KOUTSKY et al., 1988, CRUM & BURKETT, 1989; NAIR & PILLAI, 1992),
diminui¢do da produgdo de interlcucina e de gama-mnterferon no sangue

periférico (CRUM & BURKETT, 1989).

Estudos mostram o aumento da porcentagem de células T
supressoras (OKT8) e diminuigdo das células T auxiliares (OKT4), com
diminuigio da relagio OKT4/0OKT8, embora csta altcragdio na imunocompeténcia
seja de etiologia desconhecida, interrogando-se sc o HPV scria capaz de suprimir

diretamente o sistema imunc (KOUTSKY et al., 1988).
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As c€lulas de Langerhans sdo histi6citos intra-epiteliais processadores
de antigenos, cuja fungdo ¢ a de apresentar os antigenos para a ativagio das
células T. Foram observadas alteragbes na densidade, distribuicdo e nas
caracteristicas funcionais e morfologicas destas células quando comparadas as
lesoes de condiloma ¢ neoplasia intraepitelial com o epitélio normal (KOUTSKY
et al, 1988; MORELLI et al., 1993). As altera¢des nas células de Langerhans
foram observadas independentemente do tipo de HPV presente nas lesdes. As
implicagdes destes defeitos ndo sfio bem compreendidas, parecendo favorecer a
infecgdio viral persistente. As causas destas alteragdes podem ser: secundarias a
auséneia dos fatores de  maturagiio ou quimiotixico, produzidos pelas células
cpiteliais ou, devido a presenga de um fator inibidor da maturagiio das células de
Langerhans. O HPV poderia agir através da inibigdo da produgio do fator de
maturagiio pelo epitélio ou, exercer um cfeito citopatico sobre as células de

Langerhans através da infecgdo direta destas células (MORELLI! et al., 1993).
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3.4.3.3.7. Conteado do DNA celular (ploidia)

Finalizando, foi observado que as neoplasias intraepiteliais sdo
aneuploides, ¢ que a aneuploidia estd associada com a persisténcia ou progressao
das lesdes (CRUM et al., 1982; POWELL et al,, 1986; SHAFI et al., 1989).
Mudangas no padrio de ploidia em lesdes associadas ao HPV de alto risco devem
estar implicadas na alta incidéncia do desenvolvimento de tumores na regido
anogenital (CRUM et al., 1982; WAGGONER et al, 1990; ZUR HAUSEN,
1991). Questiona-se sc ha relagdo causal entre ploidia alterada e fungéo do HPV.
Ainda ndo foi provado se os produtos génicos do HPV cstio cnvolvidos na
geragio de ancuploidia, notou-s¢ entretanto, que a alleragiio da ploidia parcce
estar relacionada com funcdes pénicas da regiio E7 (HASHIDA &

YASUMOTO, 1991).

3.5. Métodos de investigagiio do HPV

Pela auséncia de sistemas de cullura que permitam o scu crescimento,
o diagnéstico de infecgfo pelo HPV ¢ baseado em métodos morfologicos, imuno-
histoquimicos ¢ de biologia molecular incluindo o exame clinico, colposcopia,
citologia, histopatologia, microscopia cletronica, imunoperoxidase e hibridizagdo
do DNA (SINGER et al., 1985; SYRJANEN ct al., 1987; ROMAN & FIFE,
1989; KURMAN ct al., 1992a; SYRJANEN, 1992).

Evidéncias da presenga do HPV em VIN, carcinoma invasor ¢ mesmo
em lesdes benignas da vulva tém sido bascadas principalmente em s principais
métodos de identificagio do papilomavirus humano: microscopia elet‘rfmica,.
exame imuno-histoquimico e biologia molecular. Cada um dos métodos de

detecgio do HPVY depende do estado biologico da infecgdo. Como o DNA do
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HPV esta presente em todos os tipos de infecgdo, sua identificagdo ¢ o método
mais sensivel, segnido pela detec¢do do antigeno do capsideo do HPV através de
exame imuno-histoquimico e identificagdo de particulas virais pela microscopia

eletrénica (SYRJANEN et al., 1987).

A maturagdo das células ¢ acompanhada por alteragdes no ambiente
celular que aparentemente promovem a replicagdo do DNA viral para niveis
detectaveis e para a expressdo das proteinas virais, mostrando que o ciclo
biologico do virus esta relacionado diretamente com o processo de diferenciagio
¢ maturagio celular (CRUM, 1982, 1987, CRUM et al., 1982; STOLER &
BROKER, 1986; PARK et al., 1991b). Quando nfio sc¢ detecta proteina ou DNA
viral, é porque o indice de replicagdo ¢ expressio do genoma viral estd muito

baixo na célula.

3.5.1. Microscopia éptica

Apesar do desenvolvimento da técnica de hibridizagdo do acido
nucleico para a detecgdo de infecgdo pelo HPV, o diagnéstico microscopico
através da citologia ou histologia, ¢ atualmente ainda o método mais utilizado
para o diagndstico de infecgio pelo HPV (SCHNEIDER, 1989). Comparando-se
com as técnicas de biologia moiecular, o diagnostico microscopico ¢ altamente
especifico, porém nfio muito sensivel em rclagiio d detecglio do DNA; sendo que
apenas 10% a 30% das infecgdes do papilomavirus humano sdo diagnosticadas
através da citologia ou histologia (KOUTSKY et al., 1988; SCHNEIDER, 1989,
SYRJANEN, 1990).
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3.5.1.1. Citologia

A atipia coilocitética ¢ a marca citologica da infecgdo pelo HPV,
sendo considerada por numerosos autores como patognomonica (SYRJANEN ct

al., 1987, SCHNEIDER, 1989}.

Os cfeitos citopaticos produzidos pela infecgdo do HPV foram
primeiro descritas por *AYRE em 1949 em citologias dc colo uterino, sendo que
cm 1956, KOSS & DURFEL, introduziram o termo "atipia coilocitolica™ para
estas alteragdes, em 1976, WMUEISELS & FORTIN atribuiram cstas alleragdes

celulares ao 1PV,

As atipias coilocitoticas sio caracterizadas por: clulas cpitcliais
cscamosas superficiais ou inlermédias apresentando grande cavidade permuclear,
de aspecto claro, bem delinida, ¢ com anel periférico de citoplasma cspessado.
Os naclecos mostram-se atipicos, picndticos ou volumosos, hipercromaticos, com
grumos grossciros de cromatina, irrcgulatidade no contorno da membrana
nuclcar, ¢ podem apresentar bi ou multinucleaglio (SINGER et al., 19855
KLUZAK & KRAUS, 1987; U & RUEAGAN, 1989; SCHNEIDLER, 1989,
KURMAN ct al., 1992b).

Também pode-se obscrvar no cxame ciloldgico células disceratoticas,
¢ granulos de querato-hialina no citoplasima (SINGLR ¢t al,, 1985; SCHNEIDER,
1989).

8 AYRIZ, J.G. apud SINGER. A CAMPION, M.J.. McCANCE, D). - Human papillomavirus. Br. J.
Flasp. Med., 34 LO4-8, 1985

Y KOSS, L.G.: DURFEE. G.R. apud SINGER, A.; CAMPION, M.J.. McCANCL, [2.J. - Human
papiliomavirus. Br. J Hosp. Med., 34: 104-8, 1985

10 MEISELS. A FORTIN, R apud SINGER, A.: CAMPION. M.J, McCANCE, DI - Human
papillomavicus, Br. J, Hosp. Med., 34:104-8, 1985,
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3.5.1.2. Histologia

A acuracidade do diagnostico morfologico em predizer a presenga e o
tipo de HPV € controverso (FRAMQUEMONT et al., 1989). As alteracdes
histologicas sugerem a presenca do HPV nas lesdes embora tenha pouca relagdo
com o tipo viral (CRUM, 1987; SCHNEIDER, 1989; PICH et al., 1992). O grau
das alteragdes histologicas dependem do tipo do tecido infectado e do tipo viral
(SINGER et al., 1985). Entre diferentes patologistas ha maior concordéncia no
diagnostico histologico de infecgiio pelo HPV no colo uterino ¢ menor na vulva

(SPITZER et al., 1990).

As alteragdes histologicas de infecgiio viral sdo de intensidade variavel
nas lesdes ¢ ocorrem principalmentc no tergo superior do epitélio escamoso.
Incluem: atipia coilocitdtica, bi ou multinuclcagdo, queratinizagdo de cdélulas
individuais, hiperceratose, paraccratose, acantose, alongamento dos cones
cpitcliais, papilomatose, ¢ hiperplasia da camada basal ¢ parabasal do epitélio
(SINGER et al., 1985; KLUZAK & KRAUS, 1987; FU & REAGAN, 1989
SCHNEIDER, 1989; SPITZER et al., 1990; KURMAN ct al., 1992b).

A cotlocilose, sugestiva de infecgiio pelo papilomavirus humano, ¢é
descrita em cerca de 1% a 3% das citologias oncoticas de rotina, em 25% a 50%
das neoplasias intracpiteliais cervicais de alto grau, em 90% dos condilomas de
vulva, 19% a 84% dos VIN Il secndo a média ao redor de 50% ¢ em
aproximadamente 60% dos carcinomas invasivos de vulva (SINGER et al., 1985;
KLUZAK & KRAUS, 1987; BUSCEMA et al., 1988; SHAFI ct al, 1989;
BARBERO ct al., 1990; BENEDET et al., 1991). A atipia coilocitotica pode ser
encontrada ao lado ou nas arcas de ncoplasia intracpitelial. Deve ser lembrado

porém, que nem todas as lesdes de 1PV exibem coilocitose.
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3.5.2. Microscopia eletronica

Detecta particulas virais maduras integras no nucleo das células

infectadas.

A microscopia eletronica fo1 o primeiro método de sucesso para

identificar o HPV e o seu efeito citopatico em tecidos humanos (CRUM, 1987).

Em 1970, "ORIEL & ALMEIDA demonstraram particulas virais em

verrugas genitais humanas.

Os virus, com 45 a 55 nandémcetros de didmetro, sdo demonstrados
principalmente nos nicleos das células superficiais ¢ intermédias do cpitélio,
principalmente nas células coilocitéticas, isolados ou em pcquenos grupos,
dispersos  difusamente, ou mais comumente, organizados em um  padrio
cristaldide (CRUM ct al., 1982; KLUZAK & KRAUS, 1987, SYRJANEN ct al.,
1987, FU & REAGAN, 1989; ROMAN & FIFE, 1989).

A concentragdo de particulas virais nas lesdes varia com o tipo de
verruga, sendo maior nas lesdes cutineas ¢ menor nas genitais. Varia também
com a idade da lesfio, onde o maior pico de particulas ocorre ao redor de seis a 12
meses apos a inoculagiio, diminuindo apos 24 a 36 mcescs (SYRJANEN &

PYRHONEN, 1982; SYRJANEN et al., 1987, KURMAN ct ai., 1992b).

Pelo menos 200 copias virais dentro de v nacleo sdo necessarias
para possibilitar a visualizagdo convincenle de dois a trés particulas virais

(KLUZAK & KRAUS, 1987).

Estc método ¢ de valor limitado, pois as verrugas genitais apresentam

poucos virus (SYRJANEN & PYRHONEN, 1982; KLUZAK & KRAUS, 1987;

1 ORIEL, J.D. & ALMEIDA. J.D. apud FU, Y. S. & REAGAN, J.W. - Pathology of the uterine
cervix, vagina, and vulva. Philadcliphia, W. B. Saunders. 1989. 397 p. (Major Problems in Paihiology.
21}
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SYRJANEN et al., 1987) e é necessario que as particulas virais estejam intactas
(KLUZAK & KRAUS, 1987) para a sua caracterizagdo. Ademais, ¢ uma técnica
muito trabalhosa, sujeita a erros de amostragem e de artefatos de fixagdo, além de

ndo identificar o tipo viral (KURMAN ct al., 1981; SYRJANEN et al., 1987).

A presenga de virions infranucleares por microscopia eletronica €
detectada em cerca de 50% dos condilomas genitais (CRUM et al,, 1982;
SYRJANEN ct al., 1987: WELLS ct al., 1987; SYRJANEN, 1990; KURMAN et
al., 1992D).

Em relagdo as neoplasias intracpiteliais no colo ¢ na vulva os achados
s30 varidveis, porém nas lesdes de alto grau, ¢ tambcm nos carcinomas invasivos,
particulas virais maduras sdo raramente identificadas, e, quando presentes, estdo
localizadas principalmente nas areas de epit¢lio tipico adjacentes 2 ncoplasia
(CRUM, 1982; SYRIANEN & PYRHONEN, 1982; SATO et al, 1986;
SYRJANEN et al., 1987; ROMAN & FIFE, 1989). Isto ¢ devido a necessidade
de maturagio cpitelial para a produgdo do virus maduro (SYRJANEN et al.,

1987).

A analisc do cfeito cilopatico viral, isto &, da atipia coilocitotica,
através da microscopia cletronica, demonstrou as seguintes alteragdes celulares:
niicleos picnéticos, com configuragdo angular, cromatina grosseira e agrupada na
membrana nuclear a qual se apresenta irregular; o citoplasma mostra alteragdes
principalmente perinucleares, com lise da matriz citoplasmatica com actiimulo de
fluidos, discreta quantidade de glicogénio, detritos celulares e vaciiolos ao redor
do nicleo; notam-sc tonofilamentos ¢ detritos celulares agregados préximos a
membrana citoplasmatica (CASAS-CORDERO ct al.,, 1981; FU & REAGAN,
1989).
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3.5.3. Imuno-histoquimica

Detecta proteinas estruturats do capsideo viral. Os papilbmavirus
apresentam wn antigeno grupo-especifico provavelmente relacionado com a
proteina interna do capsideo viral, codificada pela regido L1, que pode ser
detectado pela coloragdo de imunoperoxidase (IMPX) (SINGER et al., 1985;
ROMAN & FIFE, 1989; SMOTKIN, 1989; KURMAN et al., 1992a, 1992b).

O papilomavirus bovino tipo 1, que pode ser cultivado cm culturas de
tecido, possui propricdades anligénicas comuns aos HPV (SYRJANEN et al,,
1987). Assim, houve o desenvolvimento de um amplo espectro de anticorpos que
podem ser usados para documentar a presenga de proteinas do capsideo viral
grupo-cspecifico em esfregagos ¢ biopsias (CRUM, 1987; SYRJANEN et al.,
1987; FU & REAGAN, 1989; REID & GREENBERG, 1991).

Sdo detectados especificamente nos nicleos das células das camadas
mais supcrficiais do epitélio, mais freqiicntemente nos coildeitos, associados com
epitélios maduros bem diferenciados. (SINGER et al., 1985, CRUM, 1987,
SYRJANEN et al., 1987; FU & REAGAN, 1989; ROMAN & FIFE, 1989).

Entretanto, esta téenica ¢ pouco sensivel quando comparada 4 técnica
de hibridizagdo devido a nccessidade de haver infecglo produtiva, isto é,
presenca da expressdo do gene lardio (L) para a produgidio de proteinas estruturais
virais, ¢/ou "reunido” de virus maduros, para que o sistema de detecgdo funcione,
isto ¢ determinado pela diferenciagiio escamosa terminal do epitélio (CRUM cl
al., 1982; SINGER et al., 1985; SATO ct al., 1986, CRUM, [987; FU &
REAGAN, 1989; NOFFSINGER et al., 1992). Além disso, a intensidade da
coloragiio ¢ proporcional ao numcro de virus maduros presentes no nicleo da
célula (SATO ct al., 1986; KLUZAK & KRAUS, 1987), scndo necessarias pelo
menos 200 copias virais por nicleco para poder ser visualizado através deste

método (KURMAN et al., 1992b).
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Além da baixa sensibilidade do método, ele também ndo € tipo ou
espécic-especifico, detectando um antigeno que estd presente em todos os
diferentes tipos de papilomavirus (WOODRUFF et al., 1980; KLUZAK &
KRAUS, 1987; SCHNEIDER, 1989; NOFFSINGER et al., 1992).

Sua sensibilidade € semelhante a da microscopia eletrdnica

(SYRJANEN et al., 1987).

A vantagem desla téenica ¢ de ter tornado possivel a detecgio de
particulas virais maduras em material fixado rotineiramente ¢ processado em
parafina, ajudando a estabelecer a intima relagdio entre expressido plnica tardia,
maturagdo celular ¢ coilocitose, pois mantém a morfologia celular (KLUZAK &

KRAUS, 1987; SYRJANEN ct al., 1987).

O indice de positividade para os antigenos do capsideo viral em VIN
I ¢ varidvel entrc os autores. Na maitoria dos estudos, a positividade varia de
0% a 10% dos casos (CRUM, 1987; SYRJANEN et al., 1987; HUSSEINZADEH
et al., 1989; PRAT, 1991), em contrastc com pelo menos 50% em média dos
condilomas vulvarcs (KLUZAK & KRAUS, 1987; SYRJANEN ct al., 1987; FU
& REAGAN, 1989; HUSSEINZADEH et al., 1989; PRAT, 1991). Entretanto,
tem sido referida na lileratura a detecgio de antigenos do capsideo em até 64%

dos VIN {ll (CRUM, 1987; GUPTA etal., 1987; SYRJANEN et al., 1987).

No VIN, a coloragdo ¢ extremamente focal, ¢ usualmente ocorre em
dreas com atipias coilocitoticas, maturagdo ¢ paraceratose (WOODRUFF ct al,,
1980; CRUM et al., 1982; KIMURA & MASUDA, 1985; CRUM, 1987; GUPTA
et al., 1987).

Nos condilomas, talvez a baixa positividade do teste seja secundéria a:
expressiio periddica das proteinas virais, batxa sensibilidade da coloragédo imuno-

histoquimica para a detecgdo do HPV; carater focal da positividade e qualidade
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do espécime a ser testado (fixagdo do tecido, alteragdes no processamento do
tecido, presenga de elementos necroticos ou degenerados) (HSU, RAINE,
FANGER, 1981; KURMAN et al., 1981; FALINI & TAYLOR, 1983; ROMAN
& FIFE, 1989; FENOGLIO-PREISER, LISTROM, BLUME, 1992). Além disso,
também podem influenciar a positividade, o tempo de infecglio, o tratamento
anterior ¢ a imunidade do hospedeiro (FU & REAGAN, 1989; KURMAN et al.,
1992b).

Deve ser fembrado que embora a posiividade geralmente esteja
presente nos nucleos das células coilocitoticas, o antigeno do capsideo nem
sempre ¢ detectavel em todos os cotlocitos da lesio (KURMAN ct al,, 1981;
CRUM, 1987; SYRJANEN et al., 1987, NOFFSINGUR et al., 1992), isto &,
ctlulas adjacentes, com a mesma alleragio morfologica podem ser negativas.
Quanto maior o namero de bidpsias analisadas, maior o indice de positividade

(KURMAN ctal., 1981; SYRJIANEN ct al., 1987).

3.5.4. Hibridizacio do DNA
Detecta a presenga de seqiiéncias de DNA ou RNA do HPV.

O descobrimento, 1solamento ¢ subelassificagiio de diferentes tipos ¢
subtipos de FIPV s0 se tormou possivel através da hibrnidizagéio, resolvendo muitas
questdes concernentes a relagiio entre HPV ¢ diferentes formas de lesdes
precursoras do cancer genital (HOWLEY, 1982; KOUTSKY et al., 1988;
BROWN & FIFE, 1990; NAIR & PILLAIL 1992). Estudos recentes mostram que
tipos dec PV freqiientemente cncontrados na regido anogenital possuem
diferentes potenciats oncogénicos ¢ que tipos cspecificos podem servir como

marcadores de neoplasia, ou scja, identificam lesdes de alto risco para evoluir
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para neoplasia (SYRJANEN & SYRJANEN, 1990: REID & GREENBERG,
1991; SEDLACEK et al., 1991; SYRJANEN, 1992).

O método da hibridizagdo é baseado no fato de que fragmentos de
DNA ou RNA de uma fita unica, unem-se (hibridizam) através de pontes de
hidrogénio, com seqiiéncias de DNA ou RNA celular complementares a ela,
formando hibridos estaveis, sob condigdes apropriadas de temperatura, pH e
concentragdo i6nica (COGHLAN et al., 1985; HOFLER, 1987: SCHNEIDER &
GRUBERT, 1989; KURMAN et al., 1992a). A constru¢do das chamadas sondas
de DNA, com seqiiéneias conhecidas de nucieolideos de determinado tipo viral
permitiu a caracterizagio do DNA viral existente nos difcrentes tecidos. Alravés
da hibridizagdo cxiste a ligagdo do DNA conhecido da sonda marcada com o seu

homélogo no tecido, identificando-o (KLUZAK & KRAUS, 1987).

* Vérios sio os métodos de hibridizagdo, entre cles: hibridizagdio "in
situ”, ¢ as hibridizagdes cm fitro como o "Southern  blot, Northern blot, dot
blot", ¢ mais recentemente, a rcagdo de polimeriza¢io cm cadeia (PCR) (CRUM,
1987, SYRJANIEN ot al., 1987: ROMAN & FIFE, 1989; SCHNEIDER &
GRUBERT, 1989).

As sondas empregadas podem ser de DNA, RNA ou oligonucleotideos
normalmente  marcados com material radioativo ou ligados a substincias
quimicas, como a biotina. (SYRJANEN et al, 1987, SCHNEIDER &
GRUBERT, 1989; CLAVEL et al., 1991).

As sondas de RNA sio mais sensiveis que as de DNA, devido a
auséneia de "renaturagdo”, ¢ presenga de uma maior quantidade de RNA
mensageiro por célula em relagiio ao DNA (HOFLER, 1987: SYRJANEN et al.,
1987, ROMAN & FIFE, 1989: SCHNEIDER & GRUBERT, 1989).
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Em relagdo as substincias marcadoras das sondas, a maioria dos
autores consideram que as radiocativas sfo mais sensiveis que as biotiniladas
(HOFLER, 1987, NAGAI et al, 1987, NUOVO & RICHART, 1989a;
SCHNEIDER & GRUBERT, 1989; SYRJANEN, 1990). Entretanto, alguns as
consideramn como tendo sensibilidade semelhante (NUOVQ & RICHART,
1989a; SEYDA et al., 1989; CLAVEL et al., 1991). Embora as sondas
radioativas sejam altamente sensiveis, entre suas desvantagens estdo: trabalho
com material radioativo rcquerendo equipamento especial ¢ reinamento do
pessoal para o scu manuseio, menor estabilidade, problemas de detecgio como
fundo, grande tempo de exposigio com demora na visualizagdo do resultado e
melhores resultados em material ndo {ixado. Quanto as sondas ligadas a biotina,
sdo mais estavels, ndo radioativas, implicam mcnor custo, tempo de detecgio
mais rdpido ¢ mais facil manuscio, possuindo alta resolugdio, embora scjam
menos sensiveis (HOFLER, 1987: NUOVO & RICHART, 1989a; ROMAN &
FIFE, 1989; CLAVEL ctal., 1991),

A hibridizagie "in situ” (HIS) foi introduzida em 1969 (HOFLER,
1987) ¢ permile a simultancea identificagdo ¢ localizagio do DNA ou RNA viral
cm preparagoes citologicas ou histologieas, lixadas ou congeladas, ao nivel de
uma célula isolada, preservando a morfologia celular € a arquitetura do tecido
durante o processamento; além disso ¢ o mélodo de escolha para c¢studos
retrospectivos empregando malerial fixado em formol ¢ mantido em parafina
(McDOUGALL, MYERSON, BECKMANN, 1986, SYRJANEN et al., 1987,
KOUTSKY et al, 1988; ROMAN & FIFE, 1989; WRIGHT & RICHART,
1990). Esta técnica permite a investigagdo da dindmica da replicagdo do HPV ¢
sua cxpressdo  génica, corrclacionando-a com a  diferenciagdo  celular ¢
transformag@o neoplasica (STOLER & BROKER, 1986); permite a associacdo
entre a morfologia ¢ os diferentes tipos de HPV; informa a expressdo génica ein

diferentes células da lesdo e identifica a presenga do DNA de diferentes tipos de
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HPV numa mesma célula ou em células distintas de uma mesma lesdo

(SYRJANEN et al., 1987; ROMAN & FIFE, 1989).

A reagdo de positividade da HIS pode ser evidenciada em toda a
espesswra do epitélio, sendo que a intensidade da coloragdo aumenta
progressivamente das camadas mais profundas até a superficie, a qual apresenta
um maior conteildo de DNA viral devido ao alto indice de replicagdo do HPV nas
camadas mais superficiais (McDOUGALL et al., 1986; SCHNEIDER et al..
1987, ROMAN & FIFE, 1989; NOPFSINGER et al., 1992; SYRJIANEN, 1992).
A intensidade da coloragio também depende do grau de maturagio do epitélio
(CRUM ct al,, 1982; STOLLR & BROKER, 1986; BECKMAN ¢t al., [988:
NUOVO & RICHAR'T, 1989b; SCHNEIDUR ¢t al., 1991) ¢ do ndmero de copias
virais, ¢ ainda, sua distribuigio ¢ varidvel numa mesma lesdo, ¢ em lcsdes
diferentes de mm mesmo paciente (STOLER & BROKER, 1986: SCHNEIDER ¢t
al.,, 1987, ROMAN & FIVL, 1989).

Deve scr lembrado que a reagdo da IS pode ser positiva em epilétio
clinica e histologicamente normais, ¢ negativa em células coilocitoticas
(McCANCE ct al., 1985; CRUM, 1987, ROMAN & FIFE, 1989; NUOVO,
1990).

A técnica da hibridizagdo "in situ" expde-s¢ a ser prejudicada pela
variagiio da fixagdo ¢ preparo do tecido com alieragio da preservagio do DNA,
dificultando o acesso da sonda aos acidos nucleicos celulares durante a
hibridizagdo. A atividade especifica da sonda ¢ a sensibilidade do sistema de
detecgdio também sdo fatores limitantes (McDOUGALL et al., 1986, CRUM,
1987).
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Outro método de hibridizagio ¢ o Southern blot, descrito em 1975
por 2E.M. SOUTHERN , mais especifico e mais sensivel que a hibridizagdo "in
situ" (CRUM, 1987; KLUZAK & KRAUS, 1987;: NAGAI et al., 1987; ROMAN
& FIFE, 1989; SYRJANEN, 1990). Através dele permite-se medir o tamanho do
DNA, subclassificar a sua fragmentagio, identificar novos tipos e subtipos de
virus na forma extracromossdmica ou integrada, e facilmente distingui-las de
reagio cruzada (CRUM, 1987; KOUTSKY et al., 1988: ROMAN & FIFE, 1989:
SCHNEIDER & GRUBERT, 1989; SYRJANEN, 1990). Além disso, pode-se
detectar pequenas quantidades de virus, equivalentes a 0.1 a 0,01 copias do
genoma viral por célula (CRUM, 1987; SYRJANEN et al.,, 1987; ROMAN &
FIFL, 1989; SCHNEIDER & GRUBER'T, 1989), enquanto a hibridizagio "in
situ” requer cerca de 200 a 800 copias por célula na téenica biotinilada (CRUM,
1987; GUPTA ct al., 1987; DUGGAN et al., 1989; ROMAN & FIFE, 1989)
¢ 20 a 100 nas radioativas (GUPTA ct al., 1987; SYRJANEN ct al., 1987:
ROMAN & FIFL, 1989; YUN, MOLENAAR, WILKINS, 1989; SCHNEIDER et
al,, 1991).

Também ¢ mais  (acil de ser padronizado, nido sendo sujeito a
variabilidade da fixagdo ou preparagdo do tecido, pois utiliza o material ndo
fixado (CRUM, 1987). Entretanto, requer grande quantidade de tecido fresco,
consome muito tempo, ¢ trabalhoso, ¢ necessita de equipamento especial, pois
utiliza sondas radioativas (STOLER & BROKER, 1986; KLUZAK & KRAUS,
1987, NUOVO & RICHART, 1989a; ROMAN & FIFE, 1989: HIGGS et al.,
1990); ainda, hé perda da morfologia, nio se¢ podendo localizar a positividade
celular dentro da lesdio porque ¢ utilizado o homogeinizado do tecido (STOLER

& BROKER, 1986; ROMAN & FIFE, 1989).

‘2 SOUTHERN, E.M. apud KLUZAK, T.R. & KRAUS, F.T. - Condylomata, papillomas, and verrucous
carcinomas of the vulva and vagina. In; WILKINSON, E.J. ed. - Pathology of the vulva and vagina.
New York, Churchill Livingstone, 1987, p. 49-77 (Contemporary [ssucs in Surgical Pathology, 9).
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A reacio de polimcrizacdo em cadeia (PCR), é o método mais
sensivel disponivel atualmente para a detecgio do DNA do HPV (SYRJANEN,
1990; KURMAN et al., 1992a). E uma técnica enzimatica que permite a
amplificagio de seqiiéncias especificas do DNA alvo no espécime a ser estudado,
através da incubagfo sucessiva e repetida a temperaturas que causem a
desnaturagdo do DNA, associagdo com sequéncias de oligonucleotideos
("primers") e sintese de DNA (KOUTSKY et al, 1988, SCHNEIDER &
GRUBERT, 1989; BROWN & FIFE, 1990; SYRJANEN, 1990; KURMAN et
al., 1992a). Com estc método é possivel obter uma amplificagio do DNA alvo de
no minimo um milhio de vezes (KURMAN ¢t al., 1992a.), ¢ sc conscgue deteotar
uma copia do genoma do 1PV em 107 a 106 cclulas (ROMAN & FIFE, 1989,
BROWN & FIFE, 1990; BRANDENBLERGER et al., 1992) pode ser usado cm
material a fresco ou tecidos Nixados (KIYABU et al., 1989; SCHNEIDUR &
GRUBERT 1989; KURMAN ct al., 1992a), por¢m ndo permite a localizagio
topografica da reagiio positiva (KIYABU ct al., 1989; KURMAN et al.,, 1992a.).

Por ser muito sensivel, estd sujeita a dificuldades pela contaminagio
inadvertida (ROMAN & FIFE, 1989; NOFI'SINGER ct al., 1992), ou scja, além
da amplificagio do DNA alvo, os contaminantes também sdo amplificados ¢

podem levar a crros de inlerprelagio.

No geral, os métodos dc hibridizagdo consomem muito tempo ¢ sdo
muito dispendiosos para o diagndstico de rotina, sendo a hibridizagdo "in situ" o

mais simples, rapido ¢ adequado ao morfologista.

As evidéncias mais substinciais da relagdo cntre HPV e
carcinopénese, principalmente do trato anogenital, e mais notadamente no colo

uterino, vém da hibridizacio molccular.

Considerando as diferentes téenicas de hibridizagdo, ¢ levando-sc em

conta os diferentes graus de sensibilidade do método, tem-se detectado o DNA do
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HPV em cerca de 90% dos condilomas (SINGER et al., 1985; WILBUR,
REICHMAN, STOLER, 1988; FU & REAGAN, 1989; AMORTEGUI et al.,
1990), ¢ em 80% das neoplasias intracpiteliais ¢ invasivas do colo uterino
(STOLER & BROKER, 1986; FU & REAGAN, 1989; ROMAN & FIFE, 1989;
NUOVO et al., 1991; SCHNEIDER et al., 1991) . Na regido vulvar, o indice de
detecgdo € menor em relagdo ao colo uterino (NUOVO et al., 1991) sendo a
média da positividade de 60% através da HIS nas neoplasias intracpiteliais
vulvares, e em 36% dos carcinomas invasivos da vulva (ZUR HAUSEN, 1986,
NUQVO ct al., 1991: PARK et al., 1991a; RUSK et al., 1991; SCHNEIDER ¢t
al, 1991; TOKetal., 1991; KURMAN ¢t al., 1992a).

Os tipos 6 ¢ 1 do PV estiio mais fregiientemente refacionados com
lesdes benignas diploides ou polipldides ¢ sdo tipicamente encontrados nas
verrugas genitais classicas sem um significativo grau de atipia nuclear; entretanto
cles fambém (ém sido identificados cm raros casos (menos de 10%) de ncoplasia
intracpitchial ¢ invasora da vulva (SYRJANEN ct al., 1987; ZUR HAUSEN,
1987; TWIGGS et al., 1988; SMOTKIN, 1989; BROWN & FIFE, 1990; RUSK
et al., 1991; KURMAN et al., 1992b: SYRJANEN, 1992). Cerca de 65% a 93%
dos condilomas apresentam o tipo 6 do [PV ¢ 21% o tipo 11 (KLUZAK &
KRAUS, 1987).

Os tipos 16, 18, 31, 33, 35 ¢ 39 cstdio mais assoctados com lestes
cpitcliais precursoras ancuploides ¢ lesdes mvasoras do trato genital feminino
baixo, incluindo o adenocarcinoma e carcinoma adenoescamoso (CRUM, 1987,
REID ct al., 1987; BARNES ct al., 1988; BUSCEMA ct al,, 1988; SMOTKIN,
1989: KURMAN ect al., 1992a). O tipo mais comumente encontrado ¢ o 16,
estando presenle em cerca de 80% das neoplasias intracpiteliais  vulvares
(SINGER ct al., 1985; CRUM, 1987; REID ct al., 1987; HORDING et al., 1991;
KURMAN ct al., 1992a;: MITCHELL ct al., 1993), ¢ cervicais (SINGER et al,
1985: REID et al., 1987; FRANQUEMONT ct al., 1989; NAIR & PILLAIL
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1992}, 45% dos carcinomas invasivos da vulva (SINGER et al., 1985; REID et
al., 1987; SYRJANEN et al., 1987, HORDING et al., 1991; KURMAN et al,,
1992a; MITCHELL et al., 1993) e em 80% dos carcinomas do colo uterino -
(SINGER et al., 1985; CRUM, 1987; REID et al., 1987; GISSMANN, 1989:
KIYABU et al., 1989; KURMAN et al., 1992a; NAIR & PILLAL 1992).

A tentativa de se correlacionar o tipo de HPV com a histopatologia

néio tem sido bem succdida devido a trés aspectos observados (CRUM, 1987):

1) Cerca de 5% a 30% dos casos apresentam infecglio por mais de um
tipo de TPV em uma mesma lesdo (CRUM, 1987 GUPTA et al.,
1987; REID ct al., 1987, PILOTTI et al., 1989; BECKMANN ct al.,
1991).

2) Alguns pacientes possuem maltiplas fesdes de diferentes aspectos
clinico-hislologicos (desde condiloma até ncoplasia intraepitelial)

contendo o [IPV 16 (CRUM, 1987)

3) Tipos virais considerados como de baixo risco, isto ¢, 0 6 ¢ 11, (¢m
sido isolados dc lesdes intracpiteliais ¢ invasivas do tralo anogenital
(SYRJANEN ct al., 1987; WELLS et al., 1987; ZUR HAUSEN,
1987, BROWN & FIFE, 1990; RUSK ct al., 1991), assim como os
de alto risco, como os tipos 16 ¢ 18, podem também scr
identificados em lesdes condilomatosas benignas (SINGER &

McCANCE, 1985; BUSCEMA et al., 1988).
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Selegao das amostras

Através da revisio dos arquivos de  patologia cirirgica  do
Departamento  de  Anatomia Patologica da FCM-UNICAMP, no periodo de
janciro de 1983 a maio de 1992, foram levantados os casos de ncoplasia
intracpitelial valvar grau 11 (30 casos) ¢ de carcinoma cscamoso cstadio la da

vulva (scis casos).

As caracteristicas clinicas das lesdes, sinais, sintomas ¢ 1dade das

pacientes, foram registradas a partir dos dados da requisigdo.

Todo o material examinado havia sido enviado a este servigo fixado
em formalina a 10% ¢ submelido aos procedimentos habituais para iclusio em

parafina.

As laminas coradas em hematoxilina ¢ cosina (HE) foram examinadas,
revistos os critérios diagnosticos de acordo com as definigdes de VIN 11 ¢
estadio la para carcinoma vulvar preconizadas pela Sociedade Internacional para

o Estudo das Doengas Vulvares (WILKINSON et al., 1986).

Os critérios para o diagndstico de invasdo utilizados foram

(WILKINSON, 1987; KURMAN et al., 1992b);

- infiltrado inflamatorio, fibsose ou cdema, procmincule no ponto de

mvasio,
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- perda do arranjo em paligada das células cpiteliais ao nivel da Jungdo

dermo-epidérmica com crescimento epitelial desordenado,
- células escamosas isoladas se estendendo a0 estroma subjacente,
- aumento da eosinofilia citoplasmatica das células invasoras.

Foram selecionados os melhores blocos para o processamento das
reagbes de imunoperoxidase e hibridizagdo "in situ", levando-se em conta o
tamanho do espécime, a presenga de alteragtes morfolégicas sugestivas de
infecgdo viral ¢ de areas histologicamente normais. Os mesmos blocos utilizados
para o exame imuno-histoquimico foram também submetidos a hibridizagdo "in
situ”. Lstas (éenicas especiais Toram repetidas até se conscguir um resultado

considerado satisfatorio, ou até o desbastamento total do bloco.

Bstes cstudos especificos, da IMPX ¢ LIS, foram realizados no
Laboratorio de Patologia xperimental do Centro de Alengdio Intepral a Satde da

Mulher - CAISM/FCM/UNICAMP, de acordo com os seguinies procedimentos:

4.2. Imunoperoxidade

A pesquisa do antigeno comum do capsideo do papilomavirus humano
foi realizada scgundo os procedimentos habituais de imuno-histoquimica como

descrito por HSU et al. (1981).

A variante utilizada para a revelagio do anticorpo primario ligado ao
antigeno foi o mctodo da Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) (Kit Veetor, PK
4001) (HSU ctal., 1981; FALINI & TAYLOR, 1983).
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A reaglio de imunoperoxidase permite a localizagdo de antigenos
celulares em continuagdio com um anticorpo especifico, via enzima peroxidase.
Uma substancia geradora de cor (cromogeno) contendo perdxido de hidrogénio €
adicionada para reagir com a enzima peroxidase e precipita no local onde o
antigeno estd presente. A quantidade do cromégeno precipitado, e portanto a
intensidade da reagdo, € proporcional a quantidade de antigeno presente nas
células. As células contendo antigeno e os outros componentes do tecido

analisados, scriio contrastados pela contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer.

Séo ulilizados trés reagentes (HSU ct al., 1981; FALINI & TAYLOR,
1983) (Iigura 3):

- anlicorpo primarto (especilico para o anligeno a ser localizado),

- anticorpo  sceundario capaz de ligar-se a0 primdrio, conjugado a

biotina,

- complexo de peroxidase conjugado a avidina ¢ biotina.
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FIGURA 3 - Técnica da imunoperoxidase através do método da avidina -

biolina - peroxidase (ABC)
Sumariamente, procedcu-sc como se segue:

- cortes histolégicos de cinco micrémetros foram colocados em
laminas lavadas, desengorduradas e tratadas com solugo aquosa de
cola branca escolar comum (cola Tenaz, diluigio 1:20), para melhor

adesfio dos fragmentos;

- incubac¢fio das laminas com os cortes por cerca de 24 horas em

estufa a 659C, para melhor adesdo dos mesmos;

- desparafiniza¢iio dos cortes, com um banho de xilol a 60°C por 15
minutos, ¢ dois banhos de xilol a temperatura ambiente, dez

minutos cada;
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- hidratacio em gradiente decrescente de alcoois: trés banhos em
alcool absoluto, dez minutos cada; um vez em alcool 80%, cinco
minutos; um vez em alcool 50%, cinco minutos; todos a

temperatura ambiente;

lavagem em Agua cotrente por dois minutos e passagem por agua

destilada;

inibicio da peroxidase endogena: banho em solugdo a 3% de
perdxido de hidrogénio 30% em metanol, 15 minutos, a temperatura

ambiente;

lavagem cm agua corrente por dois minulos, passagem por agua

destilada ¢ tampdo PBS (tampio salino-fosfato, pll 7,6);

inibiciio dos antigenos inespecificos: incubagdo com soro normal de
cabra policlonal (soro ndo imune, diluigio 1:60, Kit Vector, PK

4001), 20 minutos, a temperatura ambiente;

I

retirado o excesso de soro normal, scm favagem posterior;

reagio  antigemo-anticorpe primadrio: incubagdo  com
anticorpo primario de coclho anti-papilomavirus  (policlonal,
diluigdo 1:50, Dakopatts-Denmark), durante a noite a 4°C

(geladeira), em cimara Gmida;

- retirado o excesso de anticorpe primarie: trés lavagens em tampéo

PBS (pH 7, 6), cinco minutos cada, em temperatura ambiente;

- reag¢do com o anticorpo secunddrio biotinilado: incubagdo com
anticorpo secundario biotinilado de cabra, anti-coelho (policlonal,
diluigdo 1:200, Kit Vector, PK 4001), 30 minutos, a temperatura .

ambiente, em cdmara umida;
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- xetirado o excesso de anticorpo secandirio: trés lavagens em

tampdo PBS (pH 7, 6), cinco minutos cada, a temperatura ambiente:

- reagio com ABC: incubagdo com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (diluigdo 1:100, Kit Vector, PK 4001), 30
minutos, a temperatura ambiente, em camara Gmida. Este complexo

se liga ao anticorpo secundario biotinilado através da avidina;

- retirado o excesso do complexe avidina-biotina-peroxidasc: 3
lavapens em tampdo PBS (pH 7, 6), cinco minutos cada, a

temperatura ambicnle;

- coloragiio (revelagio do substrato - cromégeno): realizada com
DAB (3, 3-tetrahidroclorcto de diaminobenzidina, Sigma, D 5637),
40 miligramas, preparado em 100 mililitros de tampdo PBS (pH 7,
6) ¢ 20 microlitros de peroxido de hidrogénio a 30%. As laminas
foram deixadas nesta solugio por cerca de dois minutos a
temperatura ambicnte, ou alé a visualizagio de coloragio levemente

acastanhada dos corles;
- lavagem em agua corrente por dois minutos;

- contra-coloragiio da amostra com hematoxilina de Mayer por

um minulo;
- lavagem cm 4gua corrente por dois minutos;
- desidratag¢iio em gradiente crescente de lcoots;
- passagem cm rés xilis;

- montagerm das laminulas com resina Entellan (Merck, 7961).
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Foram utilizados controles positivos e negativos, para melhor

confiabilidade dos resultado_s.

A observagio dos resultados foi realizada em microscépio Optico
comum, sendo considerados positivos 0s casos que apresentaram pelo menos um
nicleo fortemente corado, de coloragdo acastanbada, em confraste com os

azulados negativos corados pela hematoxilina.

4.3. Hibridizagcdo "in situ” (NAGAI ct al., 1987)

Com esta técnica é possivel determinar o tipo especifico de HPV

presente no tecido.

As sondas de scqiiéncia conhecida sfio ligadas a uma substincia que

permitira a visualizagio da reagio.

Sdo utilizadas sondas de DNA especificas para certos tipos de HPV,
marcadas com biotina. As sondas podem scr aplicadas em cortes histologicos ¢ a
visualizagdo da reagfio sc faz pela revelagiio da biotina ligada 4 sonda, a qual se
une ao complexo avidina-biotina-peroxidase, a exemplo do que ocorre com o
método da imunoperoxidase (Figura 4). Este complexo é visualizado apds a
conversio do substrato-cromégeno (perdxido de hidrogénio e 3-amino-9-

etilcarbazol) para um precipitado vermelho.
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TECIDO

[7] AVIDINA

Il BIOTINA

B8 PEROXIDADE

E1 sondn HPY blotinllada
B DNA do HPY

FIGURA 4 - M¢todo da hibridizag8o "in situ” utilizando-s¢ sondas de DNA

de seqiiéncia conhecida, marcadas com biotina.

Dispomos atualmente de "Kits" comerciais para a pesquisa do HPV.,
Utilizamos neste estudo, o "Kit" PathoGene, Enzo Diagnostics, Inc, New York
(32877A ¢ 32877B), contendo sondas para os HPV tipos: 6/11, 16/18 ¢ 31/35/51, -

cujo procedimento ¢ padronizado pelo fabricante ¢ resumimos a seguir:
a) Preparaciio das liminas de tecido

- Cortes histolégicos de cinco micrémetros foram colocados em
laminas previamente tratadas com substdncia adesiva, que
constam no "Kil". Com a neccessidade dc repelir a reagfio em
alguns casos, preparamos outras ldminas com organosilano (3-
aminopropyltriethoxi-silane, Sigma, A 3648, USA), que permite
maior adesividade dos fragmentos, pois na técnica de
hibridizagdo os tratamentos intensivos dos cortes podem levar ao

seu descolamento;
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- incubagiio das liminas por pelo menos uma hora em estufa a 60°C

para intensificar a adesio;

- Desaparafinacio dos cortes em um banho de dez minutos com xilol

e outro de dois minutos;

- hidratagiio dos tecidos em gradiente decrescente de alcoois {(duas
vezes em alcool absoluto, e uma vez em alcool 90%, 70% e 50%, um

minuto cada);
- incubagiio em agua destilada e deionizada por um minuto;
- secagem das liminas em cstufa a 370C por cinco minulos,

- digestiio enzimdtica das proleinas com solugfio recém-preparada de
proteinase K ( remogdo das proteinas associadas aos dcidos
nucleicos, para tornar o DNA do espécime acessivel as soidas).

Incubagio das 1Aminas por 15 minutos em estufa a 37°C;

- lavagem com tampio recém-preparado {fornecido  pelo

fabricante), trés lavagens, um minuto cada,

- incubagiio com reagente bloqueador: 0,5 mililitro, por dez

minutos a 37°C (para eliminar a atividade da peroxidase endogena);

- lavagem com tampio, dez segundos, com picela; agua deionizada,

um minuto,

- desidratacio  dos tecidos cm gradienic crescente de alcoois

(Alcool 50%, 70% e absoluto), um minuto cada;

- secagem das laminas a 37°C ou & temperatura ambiente. Neste

passo, as laminas foram guardadas durante a noite.
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b) Procedimento de hibridiza¢io e coloragiio

- aplicacio das sondas de DNA do HPV dos tipos: 6/11, 16/18 e

31/35/51, marcadas com biotina, em cada Jdmina;
- cobertura com laminula;

- desmaturagiio do DNA alvo ¢ da sonda: as 1dminas foram colocadas

sobre placa aquecida a 92 + 2°C, por dez minutos;

- hibridiza¢fio: as laminas foram retiradas da placa aquecida a 92°C ¢

colocadas cm estufa a 37°C, por 30 minutos;
- retirada das laminulas com pinga e tampéo;

- aplicaciio da solugiio poés-hibridizacdo: 0,5 mililitro em cada

limina, ¢ incubagiio cm cstufa a 37°C por dez minutos;
- retirada de excesso da solugdo pds-hibridizagio;
- lavagem (s vezes cm tampiio;
~ retirado o cxcesso de tampéo;

- aplicag¢éio do complexe de detecgiio: 0,5 mililitro em cada 1amina, e

incubagdo a 37°C, por 15 minutos, em cstufa;

- lavagem de cada limina com tampéo por dez segundos com piccta, e

trés banhos dc tampio;
- retirado o excesso dec tampio;

- secagem das laminas;
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- aplicagiio do reagente substrato-cromégeno: 0,5 mililitro em cada
lamina, preparado conforme especificagdo do fabricante. Incubagio

em estufa a 37°C por 15 minutos;
- repeticdo da lavagem com tampdo e secagem das laminas;
- contra-coloracgio com hematoxilina de Mayer;
- lavagem com agua amoniacal;
- montagem cm glicergel.

Foram utilizados controles positivos e negativos, fornecidos pelo

"Kit", para maior confiabilidade dos resultados.

A reagiio se processa no nicleo das células, e apos a hibnidizagdo, a
prese11¢a do genoma viral serd detectada enzimaticamente a partir das sondas
marcadas pela biotina. A revelagio dos sitios de biotina através dos complexos de
detecgio ¢ substrato-cromégeno, permilem a visualizagdio de um precipitado

vermelho-tijolo intranuclear, indicador da reagdo imunoquimica positiva.
A leitura foi realizada com microscopio de luz comum.

Foram considerados como positivos quando pelo menos um nicleo

apresentava-se fortemente corado.

4.4. Analise estatistica

Quando houve nccessidade da utilizagiio de analise estatistica, ela foi
realizada através do calculo do qui-quadrado nas tabelas 2x2 e do testc t de
"Student". O valor critico considerado foi o de p<0,05. Na presenga de um

resultado estatistico significante, utilizamos a corre¢do de Yates nos casos em
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que a proporgdo de uma das classes fosse menor do que cinco (BEIGUELMAN,

1991).



RESULTADOS




75

5. RESULTADOS

5.1. Pacientes e exames anitome-patologices (Anexo)

Entre o periodo de janeiro de 1983 a maio de 1992, foram encontrados
36 diagnosticos histologicos correspondentes a neoplasia intraepitelial vulvar
grau 111 ou carcinoma cscamoso estadio la da valva, em malterial de biopsia ou de
vulvectomia de 29 pacicnles, Lim scis delas, foram realizados mais de um cxame
anatomo-patologico, scja por bidpsia seguida de vulvectomia, ou ampliagiio de

margem cirrgica comprometida.

Consideramos para analise do material, o nimero total dos exames
anatomo-patoldgicos, independente do namero de pacientes, ou seja, 36 casos,
pois encontramos em diferentes espécimes de uma mesma paciente padrdes
histolégicos diversos telacionados a: prescnga ou ndo de sinais morfolégicos de
infcegfio viral associada, variantes histologicas diferentes de VIN, presenga ou
nio de invasdo superficial do estroma, e variada posifividade dos exames de

imuno-histoquimica ¢ hibridizagéio "in situ”.

Desta forma, os 36 casos estudados estavam  distribuidos em: 25
bidpsias vulvares, trés ressecgGes com margens ampliadas, duas vulvectomias

parciais, trés vulvectomias simples, ¢ trés radicais.

Qutros quatro casos adicionais encontrados ndo foram incluidos pois

os blocos apresentavam-se danificados.
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5.2. Informacdes clinicas e dados do exame fisico e macroescépico (Anexo)

Os dados sobre sintomas, sinais ¢ descrigdes macroscopicas das lesdes
foram obtidos a partir das requisigdes do exame anatomopatologico e

apresentaram-se freqiicntemente incompletos.

Conseguimos coletar neste material os seguintes dados clinicos,
quando presentes: prurido vulvar, lesSes verrucosas genitais e alteragdes de hipo

ou hiperpigmentagdo da pele. O tempo de historia variou de um més a trés anos.

Os dados do exame fisico ¢/ou macroscopico das lesdes, relatados em
24 casos, revelavam mais freqiicnlemente:

a) alteragdes cromaticas: hipo ou hiperpigmentagio (16 casos),

b) lesGes exofiticas: papulas, nddulos, vegetantes (15 casos);

¢) lesdes ulceradas (quatro casos);

d) alguns casos descritos apenas como Leste de Collins positivo (dois
€asos).
Em dez dos 24 casos havia a associagdo de discromia vulvar e

lesdio exofitica.

A multifocalidade das lesdes foi descrita clinicamente €
histologicamente comprovada em 14 dos 36 casos (38,9%). Dezenove casos eram

descritos clinicamente como lesdo inica e trés nio relatados.

Quanto 4 localizagio, as lesdes ocorreram em ordem de freqiiéncia em
(Figura 5):

a) pequeno e grande labio direito;

b) pequeno ¢ grande 1abio esquerdo;

¢) furcula vaginal, clitoris e perineo.
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FIGURA 5 - Topografia das lesdes e sua distribuigdo na vulva (KURMAN et
al., 1992b)

5.3. Diagnosticos histolégicos (Anexo)

A distribui¢do dos diagnosticos foi de 30 casos de VIN III e seis

carcinomas estadio Ia da vulva.

O padrio histolégico dos casos de VIN Il correspondeu 4 variante
bowendide (Figuras 6 ¢ 7) em 27 casos (90%), ¢ apenas trés casos (10%) foram

classificados como do lipo simples (Figura 8).
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FIGURA 6 - Transigio entre cpitélio normal ¢ atipico (VIN III, padrao
histologico bowenoide) (HE, 83X)



FIGURA 7 - Ncoplasia intracpitelial vulvar grau 111, variante histologica

bowenoide (HE, 132x)

18



FIGURA 8 - Neoplasia intraepitelial vulvar grau Il variante histologica
simples, com atipia coilocitotica superficial leve ¢ focal
(HE, 132X).
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Em relagdo aos carcinomas estadio la, todos os scis casos
corresponderam a variante bowenoéide (Figura 9), cuja profundidade méxima de
invasio do estroma variou de 0,10 a 0,47 milimetros. Todos apresentavam VIN
11T adjacente a area de invasdo. O padrdo de invasdo era do tipo compressivo em
trés casos (Figura 10), dois com aspecto infiltrativo (Figura 9) e um caso
apresentava associagio de ambos os padrdes. Em nenhum deles houve invasao
vascular. A linfadenectomia foi realizada em apenas 2 casos, porém ndo foram

encontradas metastases ganglionares.

FIGURA 9 - Carcinoma cscamoso da vulva estadio la, variantc bowendide, ¢
padrao de invasio do tipo infiltrativo (HE, 83x)
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FIGURA 10 - Carcinoma escamoso da vulva estadio la, padrao de invasio do

tipo compressivo (HE, 33x)

Quanto ao acometimento dos apéndices cutancos pela neoplasia, foi
observado que em 13 dos 23 casos (56,5%) cm quc 0s ancxos estavam presentes
no material estudado, houve extensio para as glandulas (Figura 11) ou foliculos
pilosos (Figura 12), sendo que apenas trés deles eram carcinomas estadio la, co

restante VIN III.
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FIGURA 11 - Extensdo da ncoplasia (VIN I1I) para glandula scbacea (HE,
132x)
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FIGURA 12 - Extensdo da neoplasia (VIN I1I) para foliculo piloso (HE, 132x)
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Os sinais morfologicos sugestivos de infecgdo pelo HPV, isto €,
atipias coilocitoticas, disceratose e binucleagdo, estavam presentes em 30 dos 36
casos estudados (83,3%) (Figura 8 e 13). A intensidade destas alteragdes era
variada, desde um grau leve e focal, até o quadro exuberante ¢ caracteristico da
lesio condilomatosa. Houve seis casos onde ndo foi observada a atipia

coilocitotica.

FIGURA 13 - VIN 1lI do tipo bowendide, com atipias coilocitoticas na
supetficic do cpitélio (HE, 132x)
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Dos 30 casos histologicamente sugestivos de infec¢do pelo HPV, 23
tinham o diagnodstico de VIN III de padrao bowenodide (Figura 13), dois eram
VIN III do tipo simples (Figura 8), sendo que em um deles a coilocitose estava
presente no epitélio atipico ¢ em outro, no epitélio adjacente; e cinco
correspondiam ao carcinoma estadio Ia, adjacentes as areas de VIN III de padrdo

bowenoide.

5.4. Distribuigiio etiria

A idadc das pacicentes variou de 15 a 88 anos, com a média geral de

49,8 anos.

Quando agrupamos apenas os casos de VIN lll, a idade das pacientes
variou de 15 a 82 anos, com média de 47,5 anos, desvio padrido de 20,2 anos ¢ a
mediana de 43,5 anos; sendo que 20% delas tinham 30 anos ou menos, ¢ 43,3%

at¢ 40 anos (Figura 14).

Apesar de um namero pequeno de casos de carcinoma cstadio Ia,
notamos que estes s6 ocorreram apos os 40 anos, na faixa de 40 a 88 anos, com

média de 61,1 anos, desvio padrio de 21,1 ¢ mediana de 57,5 anos (Figura 14)
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FIGURA 14 - Distribuigio das idades das pacientes com diagnodstico

histologico de neoplasia intraepitelial grau Il e carcinoma

escamoso estadio la da vulva

Do ponto de vista estatistico, quando comparamos através do teste t de

"Student”, as idades médias destes dois grupos de diferentes diagnosticos,

encontramos t = 1,45, valor abaixo do t critico de 2,03 para 34 graus de

liberdade, sendo portanto ndo significante (Tabela 2)
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TABELA 2

Correlagiio entre a idade média e os diagnésticos de VIN 111 ¢ Ca. Ia

Niuimero de casos Idade média (anos) Desvio Padrio
VIN III 30 47,5 20,2
Ca.la 6 61,1 21.1
t= 1,45 G.L.=34 0,10 <p < 0,20

G.L. = grau de liberdade
P = probabilidade

Na variante bowenoide a média de idade foi de 49,5 anos, ¢ no tipo
simples, 53,7 anos. Uma pacicnte com 82 anos de idade apresentou associagdo

das duas variantes histologicas.

A maioria das pacicntes apresentava atipia coilocitética (30 casos) ¢
neste grupo, a idade variou de 15 a 88 anos, estando a média em 51,6 anos, sendo
que mais da metade dos casos (17/30, ou scja 56,7%) tinham 50 anos ou menos.
Por outro lado, nos poucos casos onde nido s¢ observou a atipia coilocitética (seis

casos), a idadc variou de 18 a 67 anos, cstando a média cm 40,7 anos.

5.5. Lesdes associadas no trato genital feminino inferior

Das 29 pacicntes em cstudo, 20 apresentavam associagdo, pregressa
ou atual, com outras lesdes na vulva ou em outros orgdos do trato genital

feminino inferior, ou s¢ja, cerca de 69%.
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Dentro deste grupo de 20 pacientes, dez apresentavam outras lesdes
vulvares associadas, nove tinham patologias variadas no colo uterino, ¢ duas na

vagina (Tabela 3).

TABELA 3

Associagdo das lesdes do trato genital feminino inferior com a neoplasia
intracpitelial grau 111 ou carcinoma estidio la da vulva, presentes em 20
pacientes

Local Tipo de lesiio Numero de lesoes
Colo Uterino  Carcinoma epidermoide 3a
Ncoplasia intracpitelial grau 1l 2
Condiloma 2%
Citologia oncética classc 111 Phaky
Vulva Tumor recidivante (scgundo informagio clinica) 1
Carcinoma cpiderméide 2b
Ncoplasia intracpitelial grau II (diag. pregresso) Ic
Ncoplasia intracpitelial grau I11 (diag. pregresso) 5b,d
Liquen escleroso 1
Hiperplasia escamosa 2d
Condiloma Ic
Vagina - Carcinoma epidermoide 1
Neoplasia intracpitelial grau IlI la
Total 24

* uma pacicnte com historia de tricomoniasc ¢ sifilis tratada
** uma pacicnlc gestante, ¢ a outra com histéria de condiloma ¢ molusco
contagioso

a, b, ¢, d - lesdes presentes em uma mesma paciente
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5.6. Imunoperoxidase

A detecgdo do antigeno do capsideo viral do HPV pelo método da
imunoperoxidase foi positiva em 13 dos 36 casos, ou seja, em 36,1% dos casos

estudados.

Dos 13 casos positivos, 12 eram VIN III e um carcinoma escamoso
estadio Ia, sendo todos da variante histologica bowendide. Onze deles

apresentavam atipias coilocitoticas associadas (Tabela 4).

A idade dos casos positivos variou de 17 a 82 anos, com a 1dade média

de 39,1 anos; sendo que 61,5% tinham até 40 anos. (Tabela 4).

TABELA 4

Distribuigiio dos casos positivos obtidos através da imunoperoxidase ¢ hibridizagiio
"in situ", ¢ sua relagiio com a idade média das pacientes, o diagnostico ¢ o padriio

histologico, € a presenga de atipias coilocitéticas associadas

IMPX HIS IMPX ou HIS IMPX ¢ HIS
positiva positiva positiva positiva
N° de casos (total - 36) 13 15 23 5
Idade média (anos) 39,1 38,3 40,3 31,2
Diagnostico Histologico
VIN 11 12 13 21 4
Ca.la 1 2 2 1
Padrido Histologico
bowenoide 13 14 22 5
simples 0 1 1 0
Atipias Coilocitoticas
presente 1l 13 19 4
ausente 2 3 i 1

IMPX = imunoperoxidase

HIS = hibridizagdo "in situ"

VIN III = neoplasia intraepitelial vulvar grau Il
Ca. la = carcinoma escamoso cstadio la da vulva
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A positividade da reagdo estava presente nas camadas mais
superficiais do epitélio atipico, junto as areas de paraceratose ¢ coilocitose,
porém a distribuigdo ¢ a quantidade de nicleos corados foi muito variavel, sendo
que a maioria dos casos apresentava poucos niicleos positivos e de distribuigdo

focal (Figura 15).

FIGURA 15 - Reagdo de imunoperoxidase positiva no tergo superior do
epitélio atipico (VIN 1II), predominantemente em células com

atipias coilocitoticas (IMPX, 330x)

Em 33 casos o exame foi repetido de duas a cinco vezes, ¢ em 24
deles os resultados da coloragdo foram sempre concordantes, enquanto que em
nove casos houve ora resultados positivos, ora negativos, para 0 mesmo

fragmento analisado.
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A presenga de um unico nicleo corado, sem imagens duvidosas, foi
suficiente para considera-lo como positivo. Em varios dos fragmentos estudados
(29 casos) observamos ao lado do epitélio atipico de VIN III, areas de epitélio
escamoso normal ou somente com alteragdes de condiloma. A positividade da
reagdo ocorreu sempre nas areas de epitélio atipico; porém, em um nico caso, 0
epitélio adjacente a lesdo também apresentou mnucleos corados pela
imunoperoxidase, correspondendo histologicamente a uma area de condiloma

acuminado (Figura 16).
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FIGURA 16 - Reagio de imunoperoxidase positiva na arca de paraceratose,
em condiloma acuminado adjacente a lesio de VIN III (IMPX,
330x)
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Em relagdo aos 23 casos negativos pelo método da imunoperoxidase,

18 eram VIN III ¢ cinco carcinomas estadio Ia, sendo 20 da variante histologica

bowendide e trés do tipo simples. Dezenove apresentavam atipias coilocitdticas.

A idade variou de 15 a 88 anos, com a idade média de 55,8 anos; destas, 8,7%

tinham 30 anos ou menos e 26% até 40 anos (Tabela 5).

TABELA 5

Distribui¢iio dos casos ncgativos obtidos através da imunopcroxidase ¢

hibridizacio "in situ", ¢ sua relagio com a idade média das pacientes, o

diagnéstico ¢ padriio histologico, ¢ a preseng¢a de atipias coilocitoticas

associadas
IMPX HIS IMPX ou HIS IMPX ¢ HIS
negaliva negativa negativa negativa
Numero de casos 23 21 31 13
(total = 30)
Idade média (anos) 55,8 58 52,8 66,6
Diagnostico histologico
VIN 111 18 17 26 9
Ca. la 5 4 S 4
Padrio Histolégico
bowendide 20 19 28 11
simplcs 3 2 4 2
Atipias coilocitoticas
presente 19 18 26 11
ausente 4 3 5 2

IMPX = imunoperoxidase

HIS = hibridizagdo "in situ"

VIN IlI = ncoplasia intracpitclial vulvar grau 11
Ca. la = carcinoma cscamoso estadio la da vulva



5.7. Hibridizacio "in situ"

Através deste método, encontramos positividade para 0 DNA do HPV

em 15 dos 36 casos analisados (41,7%).

Dos 15 casos positivos pela hibridizagdo "in situ", 13 correspondiam a
VIN III e dois a carcinomas estadio Ia. Apenas um dos positivos tinha padrio
histologico de carcinoma "in situ" simples, sendo todos os outros do tipo
bowenoide. Doze deles mostravam alteragdes histologicas sugestivas de infecgdo

pelo HPV (Tabela 4).

A idade dos casos positivos variou de 15 a 71 anos, com a idade média

de 38,3 anos, sendo que 60% das pacientes tinham até 40 anos (Tabcela 4).

A positividade, como na imunopceroxidase, tamb¢ém o1 mais [reqiiente
nos nucleos das camadas mais superficiais do epitélio, predominantemente no
tergo superior, embora também tenha sido observado em grau mais discreto nas

células da camada intermediaria (Figuras 17 ¢ 18).
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FIGURA 17 - Reagiio de hibridizagdo "in situ" positiva para o HPV 16/18,
predominantemente no tergo superior do cpitélio atipico
(VIN 111) (B. 62492, HIS, 132X).

FIGURA 18 - Reagiio de hibridizagdo "in situ" positiva para o HPV 16/18,
predominantemente no tergo superior do epitélio atipico
(VIN 1II) (B. 62492, IS, 330x)

4
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Por esta técnica, a positividade fo1 mais intensa e em maior niimero de

células do que a observada através da imunoperoxidase.

Para melhor avaliagdo, devido a artefatos técnicos, o exame de
hibridizagdo teve que ser repetido dois ou trés vezes em 11 casos. A avaliagdo
histolégica da reagdo ficou prejudicada no exame das sondas para o HPV
31/35/51 ¢ 6/11 em um caso, e para a sonda do HPV 31/35/51 em outro, devido
ao descolamento dos cortes durante o processamento, e perda da area-problema

com o desbaste dos blocos em bidpsias muito pequenas.

O DNA do HPV foi dctectado predominantcmente em arcas de
epitélio atipico. Dentre 29 casos em que havia no fragmento analisado arcas de
epitélio histologicamente normal ou apenas com alteragdes de condiloma, a
positividade da reagiio tamb¢ém foi detectada em uma arca de epitélio normal em

um caso, ¢ em outro em area de condiloma acuminado.

Todos os positivos pela hibridizagido "in situ" apresentaram DNA do

HPV 16/18. (Anexo)

Em quatro casos (26,7%) houve associagdo de mais de um tipo viral,
ou scja, além do DNA do HPV 16/18, trés também foram positivos para o HPV
31/35/51, ¢ outro para o HPV 6/11. Nestas lesdes com dupla infecgio, os
diferentes tipos de virus cstavam presentes numa mesma regido do fragmento,
com intensidade variavel de reagdio. Nos trés casos de associagio do DNA do
HPV 16/18 com o 31/35/51, a positividade ocorreu apenas nas areas de epitélio
atipico (Figuras 19 ¢ 20). Entretanto, o caso ondc havia concomitincia de
infecgdo pelos HPV 16/18 ¢ 6/11, era uma lesdo de VIN Il associada a
condiloma acuminado. Ambos os tipos dc sondas foram detectados tanto nas
arcas dc condiloma como nas de VIN III, porém com maior intensidade da reagiio
para o HPV 16/18 nas arecas de VIN IIl e para o HPV 6/11 nas arcas de

condiloma acuminado (Figuras 21 e 22).
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FIGURA 19 - Reagiio de HIS positiva para o HPV 16/18 no tergo superior do
epitélio atipico (VIN 1) (B 43463, HIS, 330x).
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FIGURA 20 - Reagdo de HIS positiva para o HPV 31/35/51 na mesma arca
em que também foi positiva para o HPV 16/18 demonstrado

na Figura 19 (B 43463, HIS, 330x).
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FIGURA 21 - Reagio de HIS positiva para o HPV 6/11 em arca de condiloma
acuminado adjacente a lesio de VIN I (B 1 1362, HIS, 132x).
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FIGURA 22 - Rcagido de HIS positiva para o HPV 16/18 em arca de
condiloma acuminado adjacente a lesdo de VIN 11, com raros
nucleos corados (B 11362, HIS, 132x).
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Em relagio aos 21 casos negativos pela hibridizagdo, 17 eram VIN I
€ quatro carcinomas estidio Ia, sendo 19 da variante histologica bowendide e
dois do tipo simples. Dezoito apresentavam atipias coilocitéticas. A idade variou
de 26 a 88 anos, com a idade média de 57,9 anos; destas, 9,5% tinham 30 anos

ou menos e, 23,8% até 40 anos (Tabela 5).

5.8. Relagiio entre as técnicas de imunoperoxidase ¢ hibridizaciio "in situ'.
Correlaciio dos dados morfolégicos ¢ as técnicas de detecgio do virus

Em relagdo a concordancia de positividade entre as técnicas de imuno-
histoquimica ¢ dc hibridizagio do DNA nos 23 casos positivos através de um
destes métodos, ela estava presenie em apenas c¢inco casos, ou seja, 08 €asoS
positivos ndo foram os mestos para ambas as téenicas na matoria deles (Tabela
6). Destes cinco casos, quatro eram VIN IIl e um carcinoma cstadio la. Todos
eram da variante bowenéide ¢ quatro apresentavam atipias coilocitéticas
associadas. A idade deste grupo varion de 17 a 49 anos, com a idade média 31,2

anos, sendo que 40% tinham idadc menor ou igual a 30 anos ¢ 80% até 40 anos
(Tabela 4).
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TABELA 6

Relaciio entre as técnicas de imunoperoxidase ¢ hibridizagio "in situ" quanto
aos resultados positives e negativos

Hibridizagdo "in situ"”

Casos positivos Casos negativos Total
Imunoperoxidase
casos positivos 5 8 13
casos negativos 10 13 23
Total 15 21 36

Quando sc considerou a positividade total para a presenga do HPV
através de qualquer uma das técnicas, ou seja, para a detecgiio do antigeno do
capsidcb ou do genoma viral, ela foi confirmada em 23 dos 36 casos analisados
(63,9%). Decstes 23 casos, 21 cram VIN IHl ¢ dois carcinomas cstadio la.
Histologicamente, 22 casos cram da variante bowenoide ¢ um do tipo simples; 19
apresentavam atipias coilocitoticas associadas. A idade média destas pacientes
com qualquer dos examcs positivos {oi dc 40,3 anos, variando cntre 15 ¢ 82 anos,
com desvio padrio de 17,34, sendo que 26,1% tinham idade mcenor ou igual a 30

anos, ¢ 56,5% inferior ou igual a 40 anos de idade (Tabela 4).

Quando observamos a positividade destes dois métodos em relagiio as
diferentes amostras de uma mesma paciente, encontramos dados que ndo foram

sempre concordantes, relacionados abaixo (Tabela 7):
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Relagao da detecgio do virus em seis pacientes com exames multiplos

Paciente 'N° caso * Material Imunoperoxidase Hibridizac¢fio"in
situ"
a 15 bidpsia negativo negativo
16 Vulvectomia positivo negativo
parcial
b 19 bidpsia positivo positivo- 16/18
20 bidpsia negativo positivo - 16/18
21 Vulvectomia negativo positivo - 16/18
radical
c 22 Vulvectomia negativo negativo
simples
23 Ressecgdo da negalivo positivo - 16/18
lesdio
d 24 bibpsia negalivo positivo - 16/18
25 btopsia positivo positivo - 16/18
c 26 bidpsia negativo negativo
27 Vulvectomia negativo negativo
simples
f 28 bidpsia negativo negativo
29 Ressecgdo da negativo negativo
lesdo

Assim, a freqiiéncia de positividade de uma ou outra reagio, em

relagio ao nimero de pacientes estudadas foi de 69%, ou seja, 20 das 29

pacicnlcs aprescntaram pclo menos um dos cxamcs positivos pelas técnicas

aplicadas (Anexo).

Entre os 36 espécimes analisados, 13 (36,1%) foram negativos para

ambas as técnicas. Destes, nove cram VIN Il € quatro carcinomas estidio Ia.

Quanto 4 andlise histologica, 11 eram de padrio bowendide e dois do tipo
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simples; 11 mostravam atipias coilocitoticas. A idade média destas pacientes era
de 66,6 anos, variando de 39 a 88 anos, com desvio padido de 14,85 anos: e
somente uma paciente tinha menos de 40 anos, ¢ nenhuma apresentava idade

inferior a 30 anos (Tabela 5).

A comparagdo das médias de idade dos grupos com reagdio positiva e
negativa, através do teste t de "Student", revelou valor de t acima do critico,

sendo portanto estatisticamente significante (Tabela 8).

TABELA 8

Distribuiciio dos casos positivos ¢ negativos das reagoes (IMPX ¢ HIS) em
relaclio A idade média das pacientes

Numero de casos  ldade média Desvio padrio
(anos)
Posilivos 23 40,3 17,34
Negativos 13 66,6 14,85
t=4,79 G.L.=34 <0,001

t = tesic t de "Student”
G.L. = grau de liberdade
p = probabilidade

A atipia coilocitética foi relacionada com a positividade das técnicas
de imuno-histoquimica ¢ de hibridizagio "in situ”". A atipia coilocitdlica foi
graduada em leve, moderada e intensa. Nos 14 casos em que era leve a detecglio
do HPV ocorreu em sele deles (50%), sendo cinco positivos s6 na
imunoperoxidase ¢ dois somente na hibridizagdo. Se agruparmos as intensidades
moderada e intensa da atipia coilocitética, temos 16 casos, dos quais 12 foram

ositivos (75%), sendo dois positivos somente pela imuno-histoquimica, seis s6
q
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pela hibridizagdo "in situ", e os quatro restantes foram positivos pelos dois
métodos concomitantemente. Entretanto, pela anélise estatistica, estes valores

ndo foram significantes através do teste do qui-quadrado (x?) (Tabela 9).

TABELA 9
Relagiio da intensidade da atipia coilocitética com a positividade das reacoes
de IMPX e IS
N° IMPX HIS IMPX ¢ TOTAL
() (+) HIS (+) IMPX e/ou HIS (4)
AK leve 14 5 2 0 7 (50%)
AK 16 2 6 4 12 (75%)
moderada
intensa
x* =2,009 GL =1 p>0,05

AK = atipia coilocitética
(+) = reagdo positiva

x* = teste do qui-quadrado
G.L. = grau de liberdade

p = probabilidade

Analisando separadamente a positividade para cada um dos métodos
em relagdo ao grau de atipia coilocitética, observamos que a detecgdo do DNA
viral através da HIS foi maior, ¢ estatisticamentc significante, nos casos com
atipia coilocitética em grau moderado e intenso (Tabela 10); embora, na técnica
da imunoperoxidase, esta associagio ndo foi confirmada atrayés da analise

estatistica (Tabela 11).
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TABELA 10

Relagio da intensidade da atipia coilocitotica com a positividade através da
hibridizacaoe "in situ"

Niimero de casos HIS positiva HIS negativa
Atipia coilocitotica
leve 14 2 12
moderada/intensa 16 10 6
xt =5,362 G.L. =1 p <0,05

HIS = hibridizagdo "in situ"
x* = teste do qui-quadrado
G.L. = grau de liberdade

p = probabilidadc

TABELA 11

Relagiio da intensidade da atipia coilocitotica com a positividade através da
imunoperoxidade

Niamero de casos  IMPX positiva  IMPX negativa

Atipia coilocitotica

leve 14 5 9
moderada/intensa 16 6 10
xt =0,010 G.L. =1 p> 0,05

x* = teste do qui-quadrado
G.L. = grau dc liberdade
p = probabilidade

Entretanto, em scis casos em que a atipia coilocitotica estava ausente,
a detecgdo do HPV f{oi possivel em quatro deles, sendo um apenas pela imuno-

histoquimica, dois somente pela hibridizagdo ¢ um pelos dois métodos.
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6. DISCUSSAO

Relativamente poucos trabalhos tém sido publicados relacionando
neoplasia intraepitelial vulvar e carcinoma estadio la da vulva e infecgio pelo
papilomavirus humano. Assim, o objclivo principal deste rabalho foi o cstudo

desta relagéio no nosso malcrial, comparando-os com a literatura,

6.1. Informagdes clinicas ¢ dados do exame fisico ¢ macroscépice
6.1.1. Exame fisico

Apesar da alta freqiiéneia de dados incompletos quanto as queixas das
pacientes, exame fisico ¢ macroscopico das lesdes, os nossos dados foram
semelhantes aos relatados na maioria dos trabalhos publicados, ou scja, lesdes
discromicas ¢ elevadas (FU & REAGAN, 1989; PRAT, 1991, REID &
GREENBERG, 1991; WOODRUFF, 1991; KURMAN et al., 1992D)

6.1.2, Localizaciio das lesdes

A localizagdio das lesOes na vulva varia nos diferentes trabalhos,

estando a maiona localizada como nos nossos casos, em grandes e pequenos
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labios, e em menor numero em furcula vaginal, clitéris e perineo (POWELL et
al., 1986; RAGNARSSON et al., 1987; BAGGISH et al., 1989; FU & REAGAN,
1989; HUSSEINZADEH et al., 1989).

6.1.3. Multiplicidade de¢ lesdes

Quanto a presenga de lesdes miltiplas na regifo vulvar, a freqiiéncia
na literatura varia de 30% a 81% (CHAFE ct al., 1988; BARBERO et al., 1990),
sendo a maioria ao redor de 50% ( POWELL ct al., 1986; RUEDA-LEVERONE
et al., 1987; FU & REAGAN, 1989; HUSSEINZADEH et al., 1989; SHAFI et
al., 1989). Em nosso trabalho, 38,9% das lesdes eram multifocais. O diagn6stico
de lesdio multifocal foi bascado na presenga de foco descontinuo da doenga

através da descrigdo clinica, macroscopica ou analise microscopica.

A idade média das pacicnies com lesdes multifocais foi de 48 anos,
sendo que apenas um tergo delas tinha mais de 50 anos. Neste grupo havia lesdes
associadas em outros locais do trato genttal feminino inferior em 21,4%, ou scja,

lesGes multicéntricas.

As pacientes com lesdes unifocais tinham idade média de 51 anos,
sendo que nestas a multicentricidade de lestes também ocorreu numa freqiiéncia

de 36,8%.

Na literatura ¢ observado que as lesdes multifocais ocorrem mais
freqiientemente em pacientes jovens (TWIGGS ct al., 1988; HUSSEINZADEH et
al.,, 1989), sendo que 80% tcm menos de 40 anos; as unifocais acometem

pacientes mais idosas, pré-menopausadas, com 70% delas acima de 40 anos
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(TWIGGS et al., 1988; HUSSEINZADEH et al., 1989). Entretanto, POWELL et
al. (1986) mostram em pacientes com menos de 50 anos freqiiéncia de 50% de
lesGes multifocais e 50% unifocais, ressaltando porém que somente 8% eram

multifocais no grupo etario maior de 50 anos.

Nota-se¢ também alta associagdo entre lesGes multifocais e
multicéntricas (BORNSTEIN et al., 1988), diferente dos resultados encontrados
no nosso trabalho, onde a distribuig#o etaria foi semelhante para lesdes tnicas ou

multiplas, bem como para a presenga de lesdes associadas multicéntricas.

6.2. Diagnéstico histologico
6.2.1. Variante histoldgica

O padrido histologico das lesdes correspondeu & variante bowendide
em 90% dos casos. Sua incidéncia varia de 24% a 66% em diferentes trabalthos -
(POWELL et al,, 1986; FU & REAGAN, 1989; PARK et al.,, 1991a), sendo
freqiicntc a associagfio dos dois tipos, isto ¢, bowendide ¢ simples, ein umma
mesma lesfio (BUCKLEY ct al., 1984), ambas com historia natural semelhante e

intimamente associadas com a infecgéo pelo HPV (PARK et al., 1991D).

Encontramos associagdo dos dois diferentes padrdes histologicos cm

apenas uma leso estudada.

KURMAN, TOKI, SCHIFFMAN (1993) relatam que existem
diferengas clinicas ¢ epidemioldgicas cntre as vanantes histologicas no
carcinoma epidermédide invasivo da vulva, entretanto, ndo se sabe se estas

diferengas se aplicam as ncoplasias intracpiteliais vulvares.
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6.2.2. Extensio para apéndices cutaneos

A extensdo de células atipicas para os anexos cutineos varia de 10% a
60% (BAGGISH et al., 1989; FU & REAGAN, 1989; BENEDET et al., 1991;
KURMAN et al., 1992b), dependendo do tipo de ressecedo, isto é, se bidpsia ou
ressecgdo mais extensa da lesdo, (BENEDET et al., 1991), sendo que na maioria
dos casos, o comprometimento de anexos ocorre em 50% dos casos, mais

freqiientemente para os foliculos pilosos (PRAT, 1991).

Encontramos csta extensdo cm 56,5% dos casos onde os ancxos
puderam ser analisados, sendo dez VIN 1l ¢ trés carcinomas estadio la, ¢ destes
apenas um caso ndo era da variante bowendide. Do ponto de vista pratico, este
dado nos mostra que os tralamentos mais superficiais como medicagdo topica, |
criocirurgia ou cauterizagdo a laser, podem deixar epitélio atipico na

profundidade do derma, por extensiio aos anexos.

6.2.3. Sinais morfolégicos sugestives de infecgdo pelo HPV

Foram detectados sinais morfoldgicos sugestivos de infecgiio pelo
HPV em 83,3% (30/36) dos casos sendo vinte e oito da variante bowendide
(vinte ¢ trés VIN Il ¢ cinco Ca. la) ¢ dois VIN Il do tipo simples. Este nosso
dado ¢ relativamente alto em relagio aos encontrados na litcratura, que variam de
20% a 75% (RUEDA-LEVERONE et al., 1987, HUSSEINZADEH et al., 1989,
BARBERO et al., 1990, 1993; BENEDET ct al., 1991). Atribuimos esta grande
freqiiénecia de alipia coilocitdtica no nosso malcerial ao predominio da variante
bowenoide, onde as atipias celulares mais acentuadas fazem parte do quadro

histolégico ¢ as atipias coilocitéticas estdo freqiientemente associadas.
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Os critérios morfolégicos associados com a infecgio do HPV incluem
(SINGER et al., 1985; KLUZAK & KRAUS, 1987; SPITZER ¢t al., 1990;
KURMAN et al, 1992b; MORELLI et al, 1993): atipia coilocitotica,
disceratose, hiperceratose, paraceratose, acanfose, alongamento dos cones
epiteliais, papilomatose e hiperplasia da camada basal e parabasal do epitélio.
Exceto pela presenga de atipia coilocitdtica bem caracterizada, os outros dados
histologicos ndo sdo especificos quando analisados isoladamente; entretanto,
quando presentes em conjunto sdo altamente sugestivos de infecgdo viral |
(CRUM, 1987, KREBS, 1989b). Esta associagdo de dados como critério

histologico ¢ importante para cvilar o excesso de diagnostico de infecgiio viral,

Além disso, deve ser lembrado que nem todas as infeegdes pelo HPY
apresentam coilocitose e sdio consideradas infecgdes latentes (NUOVO, 1990;
SYRJANEN, 1992), ou scja, aquelas onde os exames fisico, colposcépico, cito ¢
histolégico ndo mostram anormalidades, porém o virus ¢ detectado através da
hibridiza¢do dos acidos nucleicos (KOUTSKY et al., 1988; ROMAN & FIFE,
1989; SCHNEIDER ct al., 1991; SYRJANEN, 1992).

Quando se compara a histologia com o método da hibridizagéo
molccular para detecgdio da infecgdo pelo HPV, observa-se que o diagndstico
microscopico ¢ allamente especifico quando realizado crileriosamente, porém
pouco scnsivel, pois scgundo a literatura, apenas 10% a 30% das inlcegdes sdo
diagnosticadas através deste mélodo (KOUTSKY et al,, 1988; SCHNEIDER,
1989; SYRJANEN, 1990).

As alteragBes citoldgicas e histologicas que ocorrem no epitélio
escamoso infectado sdo secundarias aos produtos profeicos sintetizados pelo
virus, € a expressio génica viral estd diretamente relacionada ao processo de
diferencia¢io ¢ maturagio celular (CRUM et al., 1982; STOLER & BROKER,
1986; CRUM, 1987; KIYABU et al, 1989; PARK et al., 1991b). Assim,
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conforme aumenta a gravidade da displasia, diminui o indice de atipias

coilocitoticas (BENEDET et al., 1991).

Também o tipo de tecido infectado influencia o indice do diagnéstico
de infecgio pelo HPV através da microscopia 6ptica. E observado que entre
diferentes patologistas, a concordéncia no diagnéstico de infecgio viral é maior
no colo uterino do que na vulva, onde a coilocitose ndo ¢ tdo nitida ou esta
freqiientemente ausente, dificultando seu diagnéstico nesta localizagio

(SPITZER et al., 1990).

Embora a histologia tenha certa correlagiio com o tipo de HPV, cla
ndo ¢ absoluta (KOUTSKY et al, 1988, WILBUR ¢t al, 1988:;
FRANQUEMONT et al., 1989) pois, neoplasias intraepiteliais de alto grau
podem apresentar tipos virais de baixo risco, ¢ lesdes de baixo grau, virus de alto
risco. Destas observagdes, ndo podemos seguramente predizer o tipo viral pela
morfologia da lesdo, embora a maioria das lesdes de alto grau esteja associada a
tipos virais de alto risco (CRUM, 1987, GUPTA et al., 1987; SYRJANEN et al.,
1987, CRUM & BURKETT, 1989; YUN et al., 1989). Também ¢ observado que
um tipo viral pode produzir lesdes com diferentes graus de intensidade (CRUM,
1987, BUSCEMA et al.,, 1988), ¢ que uma dnica lesio pode apresentar vérios
tipos virais associados (CRUM, 1987; GUPTA ct al., 1987 REID et al., 1987;
CRUM & BURKETT, 1989; YUN et al., 1989).

Quando corrclacionamos a presenga de atipias coilocitéticas com a uni
¢ multifocalidadc das lesdes, ndo encontramos diferengas, o que concorda com os
dados de JONES et al. (1990) ¢ TWIGGS et al. (1988), embora RUEDA-
LEVERONE et al. (1987) encontre maior associagio de atipia coilocitética nas

lesdes maltiplas.
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6.3. Carcinoma superficialmente invasivo da vulva estidio Ia

Em relagdo aos carcinomas estadio Ia da vulva, foram analisados em

conjunto com os casos de VIN III por serem poucos, 1sto ¢, apenas seis casos.

Em cinco deles foram detectados sinais morfolégicos sugestivos de
infecgdo pelo HPV, todos da variante histologica bowenodide, e havia extensdo
para anexos na metade deles. Todos apresentavam VIN III adjacente e nenhum,

invasdo vascular.

Na literatura, a associa¢fio com VIN IlI adjacente a 4rea de invasio
varia de 60% a 83% (WILKINSON, 1991; KELLEY et al., 1992). Os padrdes dc
infiltraglio neoplasica (WILKINSON, 1987, 1991: FU & REAGAN, 1989) sio -
definidos como: compressivo (50% dos casos) onde os blocos tumorais sio bem
definidos, arredondados ou ovalados, com bordos regulares, sem ou com leve
reagdo desmoplésica do cstroma; infiltrativo (17% dos casos) quando o tumor
invade radialmente o estroma sob a forma de corddes, com aparcnle reagiio
desmoplasica do estroma. O restante ¢ de padrio misto. A maioria dos autores
considera que o padriio infiltrativo estd associado a um maior indice de
envolvimento vascular ¢ melastase ganglionar (CRUM, 1987; WILKINSON,
1991). Entretanto, a invaso vascular é muito rara em tumores com profundidade
de invasdo menor ou igual a Imm (CRUM, 1987, KELLEY et al, 1992:
KURMAN et al., 19920).

O padriio de infiltragiio no nosso material cra compressivo em {rés
casos, infilrativo em dois, ¢ um apresentava associagiio dos padrdes infiltrativo ¢

COMPIEssivo,

ATAMDEDE & HOOGERLAND (1989) relatam um caso de
metdstase ganglionar em carcinoma vulvar estadio Ia, definido e medido como

recomendado pela ISSVD, e sem invasdo vascular detectada. Assim, o dado
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isolado da profundidade de invasio ndo parece ser o f{mico parimetro que
determina a sua evolugdo, devendo-se também fornecer no laudo
anatomopatologico a espessura do tumor, o método de medigio utilizado, o
difmetro da lesdo, o grau de diferenciagdo histologica, a presenga ou nio de
invasdo vascular € o padrio de crescimento do tumor. Devido aos poucos casos
na Iiterafura, e até que sejam realizados estudos com seguimento, o laudo deve
ser descritivo e minucioso, para que o clinico possa estadiar mais adequadamente
a lesdo, e entender o scu comportamento bioldgico (CRUM, 1987; KELLEY et
al,, 1992).

6.4. Distribui¢iio etdria

A idade média das pacicntes com VIN 111 varia nos diversos trabalhos,
de 36 a 54 anos, a maioria cstando ao redor de 39 anos (BUCKLEY ct al., 1984:
TWIGGS et al., 1988; BENEDET ct al, 1991; HORDING ct al, 1991:
BARBERO et al, 1993), sendo que quasc a metade delas tem menos de 40 anos
(BUCKLEY ctal, 1984; I'U & REAGAN, 1989; WOODRUFF, 1991),

Em nossa casuistica, a idade média foi de 47,5 anos, sendo que 43,3%

das pacientes tinham menos de 40 anos, em concordancia com a litcratura.

Em relagfio ao carcinoma vulvar estadio Ia, a idade média é de 60 anos
(KELLEY et al,, 1992). Assim parcce que pacienles mais vethas possuem maior
assoclagiio de lesdo invasiva associada ao VIN. Encontramos idade média de 61,1
anos, concordando con a literatura, ¢ muito maior quc nas pacientes com VIN
111, sendo que neste grupo de scis casos apenas uma paciente tinha menos de 40

anos.
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Apesar da idade média dos VIN III ser cerca de 15 anos mais jovem
do que a dos casos de Ca. Ia, do ponto de vista estatistico, esta diferenca nio foi
significante. Devemos no entanto, comentar alguns pontos importantes. O
namero de casos de Ca. Ia foi muito pequeno, apenas seis, o0 que poderia
interferir na andlise matematica. Além disso, o desvio padriio para a idade média
dos dois grupos ¢ muito grande, de quase 20 anos, indicando que ha uma faixa de
idade na qual os dados se imbricam. Acreditamos que se o numero de casos de
Ca.Ia fosse aumentado, esta diferenga poderia se estabelecer. Por outro lado, os
30 diagnosticos de VIN 1T ocorreram em uma ampla faixa ctaria, desde os 15 aos
82 anos, embora a maioria se concentrassc na faixa dos 15 aos 50 anos. Desta
observagiio podemos depreender que as lesdes de VIN 1 parccem ter um longo
periodo de evolugdo antes de sc tornarem invasivas. Isto aponta para a
neeessidade da introdugiio do exame detalhado da vulva na rotina ginecolégica,

contribuindo para a delecglio ¢ tratamento precoce destas lesdes.

A maioria dos trabalhos ndio comenla a relagao entre tipo histologico ¢
idade. Entretanto FU & REAGAN (1989), relacionam o padrio bowendide com
idade mais jovem (média de 41 anos) e o simples com média de 66 anos,
diferentemente dos nossos achados que foram semelhantes, isto ¢, 49,5 anos para
o padrio bowendide e 53,7 anos para o simples, apesar dos poucos casos desta
variante. Apenas um caso apresentava associagio de ambos os tipos histologicos

¢ esta era uma paciente muito idosa, com 82 anos.

Pacientes com sinais histolégicos sugestivos de infecgdo pelo HPV
sdo geralmente mais jdvcns com uma diferenga de dez a 20 anos (CRUM et al.,
1984; RUEDA-LEVERONE et al., 1987; BARBERO ct al., 1990; JONES et al.,
1990). Em nosso trabalho isto ndo foi obscrvado, ou scja, a maioria das pacicntes
aprescntou atipia coilocitética, ficando a média deste grupo em 51,6 anos. Nos

poucos casos onde nio foi encontrada a atipia coilocitdtica (6/36), a idade média



117

foi de 40,7 anos. Este dado aparentemente conflitante com a literatura pode ser

devido ao pequeno nimero de casos.

O comportamento biolégico do VIN varia desde a regressio
espontinea, principalmente em mulheres jovens (FU & REAGAN, 1989), ou
recorréncia associada a multifocalidade ou ressecgdo inadequada das lesdes (FU
& REAGAN, 1989; KURMAN et al., 1992b), até a progressio para invasio, que
ocorre em cerca de 6% dos casos, principalmente em pacientes mais idosas ou
imunodeprimidas (FU & REAGAN, 1989; HARDING ct al., 1991; PRAT, 1991;
WOODRUFF, 1991; BARBERO ctal., 1993),

Analisando-se esics dados da literatura, parece que o VIN III afeta
duas populagdes distintas (CRUM et al., 1984; CRUM, 1987; HORDING ct al.,
1991; PARK et al.,, 1991a):

1) pacientes mais jovens, freqiientemente associado com o HPV ¢

com baixo risco de progredir para invasio,

2"} grupo clario mais idoso, com baixa associagdo com o HPV, e

maior risco de progresso para ncoplasia invasora.

Desta observagio é aventada a possibilidade de que a mesma lesio
histologica em grupos etarios distintos tenha diferente patogénese. Portanto, além
das docngas scxualmente transmissiveis, devem ser investigados outros fatores de
risco em diferentes populagbes que possam contribuir para o comportamento
biologico variado destas lesdes (CRUM & BURKETT, 1989; TOKI et al., 1991;
CRUM, 1992; MITCHELL et al., 1993).

Além da idade e do estado imune das pacientes, ¢ considerado que a
quantificagdo do DNA nuclear da célula epitelial (estudo da ploidia) poderia

identificar wm subgrupo de lesdes com maior risco para invasio (POWELL et al.,
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1986; KREBS, 1989a). Entretanto os resultados destes trabalhos ainda so muito
discordantes (CRUM, 1987; SYRJANEN et al., 1987; SCHNEIDER, 1989).

6.3. Lesoes associadas no trato genital feminino inferior

E freqilenle a associagio de outras lesSes no trato genital feminino
inferior em pacientes com VIN Il principalmente no colo uterino, cuja
freqiiéneia varia de 34% a 68% na maioria dos trabalhos (POWELL et al., 1986;
BERGERON et al., 1987; BORNSTEIN et al., 1988; BAGGISH et al., 1989;
HUSSEINZADEH ct al., 1989). Em menor grau associam-se lesdes na vagina cm
cerca de 13% dos casos (CHAFE ct al., 1988), sugerindo um carcinégcno comum
no desenvolvimento destas neoplasias, (BECKMAN ct al,, 1988; BUSCEMA ct
al., 1988; REID & GREENBERG, 1991) ¢ a nccessidade de um rastreamento de

todo o trato genital feminino inferior nestas pacienles (CHAFE ct al., 1988).

Também ¢ descrita a associagdio com doengas sexualmente
transmissiveis, as quais ocorrem em cerca de 30% das pacientes com VIN 11
(POWELL ct al., 1986). Alem da historia de condiloma vulvar presente em 15%
a 30% dos casos (CRUM ct al., 1984; POWELL et al., 1986; FU & REAGAN,
1989; PRAT, 1991; BARBERO et al., 1993), 10% a 38% apresentam infecgio
genital herpética (CRUM, 1982; FU & REAGAN, 1989), ou histéria de
gonorréia e sifilis (POWELL ct al., 1986).

A multicentricidade esta freqiientemente associada a grupos ctarios
mais jovens e a infecgdo pelo HPV (RUEDA-LEVERONE et al., 1987;
BORNSTEIN et al., 1988; FU & REAGAN, 1989; HORDING et al., 1991).
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Embora a maioria dos trabalhos relacione lesées multicéntricas com a
presenga de infecg¢do pelo HPV, HORDING et al. (1991) ndo conseguiram

estabelecer esta associagéo.

Os nossos achados quanto & freqiiéncia e distribuicdo de lesSes
associadas no trato genital feminino inferior foram semelhantes aos relatados na
literatura, ocorrendo em 69% dos casos, dos quais 45% estavam localizadas no

colo uterino.

A idade média das pacicates com lesSes multicéntricas foi de 44 anos
e 90% destas lesGes apresentavam atipia coilocitética, concordando com a

maioria dos aulores.

Quanto a presenga das chamadas lesGes distroficas associadas, isto é,
hiperplasia escamosa e liquen escleroso, sdo mais freqiicntemente estudadas nos
carcinomas invasores da vulva, variando de 15% a 75% (CRUM & BURKETT,
1989, HORDING et al., 1991; WILKINSON, 1991). Em relagdio ao VIN, esta
associagdo € descrita em 28% a 40% (BARBERO et al., 1990, 1993), ocorrendo
principalmente em pacientes mais idosas (BARBERO et al., 1990).

Trés pacientes apresentaram distrofia vulvar associada ao VIN, cuja
idade variou de 33 a 82 anos, sendo portanto a casuistica muito pequena para

comparagiio cnlre faixa ctiria ¢ estas lesdes com a lileratura.

A detecgdio de carcinoma invasor da vulva associado ao VIN varia de
2% a 18% na literatura (CHAFE et al., 1988; HUSSEINZADEH et al., 1989;
WILKINSON, 1991), sendo portanto baixa a sua incidéncia. Apenas duas
pacientes no nosso material tinham carcinoma invasivo da vulva associado ao
VIN, com idade de 38 ¢ 74 anos. A paciente mais jovem apresentava historia de
VIN 1l ha cinco anos, concluindo-se que cmbora rare, ¢ mais freqilentemente

associado a pacientes idosas ou imunodeprimidas, a progressio do VIN para
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invasdo pode ocorrer. Por outro lado, uma outra paciente tinha histéria de VIN Il
ha 20 anos e ndo apresentou progressdo para invasdo. Ambas pacientes com
carcinoma vulvar invasivo apresentavam VIN adjacente a 4rea de invasio e nio

tinham histdria de imunodepressio.

6.6. Imunoperoxidase

Na maioria dos trabalhos, o indice de detecgio para o antigeno do
capsideo viral varia de 0% a 10% das lesdes de VIN [H, enquanto alguns aulores
encontraram positividade de até 64% (CRUM, 1987; RUEDA-LEVERONE et
al., 1987, SYRJANEN et al., 1987; PILOTTI et al., 1989; PRAT, 1991).

Encontramos positividade de 36,1% em nosso material, com
intensidade varidvel, distribuigdo focal nos nicleos dos queratinécitos do tergo
supcrior  do cpitélio, mais especificamente nos coilécitos e  células

paraceratéticas, ¢ mais raramente, em 4arcas scm alteragdes citoldgicas.

A imunoperoxidase csth relacionada com a concentragio de virus
maduros e produgdo do capsideo viral, o qual é um evento tardio no ciclo
biologico do virus ¢ ocorre nas camadas superficiais mais diferenciadas do
epitélio (CRUM et al,, 1982; SINGER ct al., 1985; SATO ct al.,, 1986; KLUZAK
& KRAUS, 1987; FU & REAGAN, 1989; NOFFSINGER et al, 1992), e
geralmente sua distribuigdo ¢ focal (KURMAN et al., 1981; CRUM, 1987).

Além da necessidade da presenga de particulas virais completas, a
dctecgﬁo.do antigeno do capsideo viral correlaciona-se com o grau de coilocitose
e com a morfologia do epitélio (KIMURA & MASUDA, 1985; NAGAI et al.,
1987).
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A positividade da reagio ¢ geralmente detectada em areas de atipia
coilocitética (CRUM et al., 1982; GUPTA et al., 1987, RUEDA-LEVERONE et
al., 1987). Entretanto, células adjacentes com as mesmas caracteristicas
morfolégicas sio freqiilentemente negativas (SYRJANEN et al., 1987). Além
disso, a reagdo positiva néio ¢ confinada apenas as células coilocitéticas, e células
que contém o virus ndo podem ser distinguidas daquelas que ndo os possuem

através da coloragdo de hematoxilina - eosina de rotina.

A neoplasia vulvar fregiientemente apresenta arcas com  efeito
citopatico viral (GUPTA et al, 1987). Entretanto, a auséncia de evidéncia
histolégica de infecglio viral, no garanic que a lesdo ndo esteja relacionada com

o virus (NOFFSINGER ct al., 1992).

Os efcitos citopaticos do virus ¢ a expressdo dos genes tardios
relacionados com a produgiio de virus maduros ¢ proleinas estruturais do
capsideo viral cstdo interligados com a morfologia da lesdo, ¢ siio dependentes do
grau de diferenciagio celular ¢ diferenciagfio do epitélio escamoso (CRUM et al.,
1982; GUPTA et al.,, 1987; NAGAI et al., 1987, HOWLEY & SCHLEGEL,
1988).

- Como a freqii€ncia de detecgiio do HPV depende da presenga de uma
populagdo celular capaz de maturagdo, o baixo indice de positividade nas lestes
pré-neoplasicas de alto grau deve-sc ao baixo indice de replicagio e maturagio
viral, pois estas lesdes sfo compostas por uma populagio celular imatura
ancupldide com cscassa diferenciagio escamosa terminal, dificultando que o
ciclo biolégico do virus seja completade (CRUM, 1982; CRUM et al.,, 1992;
SATO ct al., 1986; NOFFSINGER et al., 1992).

Embora a detecgiio do HPV através da IMPX esteja relacionada mais
freqiientemente a lesdes de padrfio histoldgico bowendide contendo coilocitose, e

a lesdes multifocais e multicéntricas, alguns destes achados nio foram
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confirmados em nosso estudo; ou seja, tanto os casos positivos quanto os
negativos pelo estudo imuno-histoquimico apresentaram distribui¢do semelhante
em relagdo a presenca de coilocitose, multifocalidade e multicentricidade.
BORNSTEIN et al. (1988) também ndo enconfraram relagdo entre a presenga de

HPYV e lesdes multicéntricas.

Apesar de termos apenas seis casos de lesdes sem atipias coilocitoticas
associadas, a positividade da reagio imuno-histoquimica foi semelhante nos
grupos com (36,7%) ¢ sem coilocitose (33,3%). Desta forma, ndo podemos nos
basear no dado da presenga de coilocitose para predizer a positividade da reagéio

imuno-histoquimica.

Também nfo conscguimos demonstrar estatisticamente, correlagio
entre a intensidade da atipia coilocitética € o indice de detecgio do virus através

da IMPX.

Todos os casos positivos pela reagdo imuno-histoquimica eram da
variante bowendide e, embora raros na nossa casuistica, todos os trés casos da

variante simples foram negativos 4 IMPX.

Também apenas um dos scis carcinomas estddio la apresentou

positividade pela imuno-histoquimica.

Como o namero de casos da variante histoldgica simples ¢ de
carcinoma cstadio la ¢é pequeno, scria necessirio um estudo com maior
amostragem para poder afirmar que a varianic simplcs ¢ o carcinoma cstadio la
sejam mais freqiientemente negativos do que a variante bowenoide ¢ o VIN 111,

como relatado na literatura.

A idade fo1 o nico parAmetro que conseguimos correlacionar com a
positividade da IMPX, sendo que os casos positivos ocorreram nos grupos etarios

mais jovens, onde 61,5% das pacientes tinham até 40 anos de idade. Este dado
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foi estatisticamente significante e estd de acordo com a literatura embora seja
discutivel a sua interpretagdo. Seriam as lesdes nas pacientes mais idosas nio
relacionadas ao virus ou, pela idade da lesdo, o virus ndo seria mais detectivel
através deste método imuno-histoquimico ? Por outro lado, a presenga do virus
nas lesGes de pacientes mais jovens poderia indicar que a infecgdo pelo virus
oncogénico poderia acelerar a evolugdo para o epitélio atipico de grau intenso
num menor periodo de tempo. De qualquer forma, os casos negativos sido
intrigantes pois do ponto de vista morfologico as lesdes sdo muito semelhantes o
que nos faz pensar em falos increnles & sensibilidade do préprio método. Assim,
estas questdes somente poderfio ser respondidas através do estudo dos casos

negativos com a utilizagio de uma técnica mais sensivel.

Quando se compara a IMPX com o diagnéstico de infecgdo viral pela
citologia ou histologia de rotina, 0 método morfolégico ainda é mais sensivel que
o da imuno-histoquimica, sendo que neste altimo, a detecgdo do capsideo viral
ocorre em cerca de 50% dos casos de condiloma (WILBUR et al., 1988;
ROMAN & FIFE, 1989). A IMPX também ¢ menos sensivel do que o método de
hibridizagdo do DNA (CRUM, 1987; KURMAN ct al., 1992b).

Vérios fatores estdo relacionados com o resultado negativo para a
pesquisa do antigeno do capsideo viral, mesmo na presenga dos sinais

morfologicos dos efeitos citopaticos virais na lesio, entre eles:

a) amostragem

A positividade da reagfio ¢ geralmente local ¢ varia de 4rea para arca
numa mesma lesdo devido & expressdo periddica das proteinas virais (FU &

REAGAN, 1989; NOFFSINGER et al., 1992).
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Quanto maior o namero de bidpsias, maior o indice de positividade
(KURMAN et al.,, 1981; SYRJANEN et al., 1987). Em nosso estudo observamos
resultados ora positivos, ora negativos em uma mesma lesdo quando repetimos a

técnica mais de uma vez.

O indice de detecgdo depende do tipo de tecido utilizado, da presenga
de elementos necroticos ou degenerados, da idade da lesdo, da presenca de
tratamento prévio, e do grau de diferenciagdo do epitélio, com baixo nitmero de
particulas virais presentes em epitélios sem diferenciagio (KURMAN et al.,
1981; FALINI & TAYLOR, 1983; ROMAN & FIFE, 1989; KURMAN ct al.,
1992b; NOFFFSINGER et al., 1992).

b) fixagdo e processamento do material

A fixaglio adequada ¢ um fator fundamental na imuno-histoquimica
pois pode destruir ou mascarar o antigeno, alterar os detalhes citoldgicos ¢

histolégicos e, interferir com o método de coloragio.

Sdo importantes: 1) o tipo de fixador utilizado, sendo ideal o uso de
formalina tamponada a 10%,; 2) a rapidez na fixag#o; 3) o tempo de fixagdo ¢ 4) o
pH do fixador (HSU et al, 1981; FALINI & TAYLOR, 1983; FENOGLIO-
PREISER et al., 1992).

A alteragfio em qualquer um dos passos do processamento do material
como na desidratagdio, impregnagdo, parafinizagio, microtomia e montagem
também pode interferir com a detecgio do antigeno do capsideo viral

(BOGOMOLETZ, 1982; ROMAN & FIFE, 1989).
c) técnica da imunoperoxidase

Qualquer um dos passos desta téenica pode alterar a reagfio como: a

limpeza do material ulilizado ¢ das solugOcs sujcitas & manipulagio, a diluicdo
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das solugdes, as lavagens com tampéo, e os reagentes utilizados como a escolha

do anticorpo primarioc (BOGOMOLETZ, 1982).

6.7. Hibridizagédo "in situ”

A positividade foi de 41,7% dos nossos casos e na literatura, a
detecgdo do DNA do HPV em VIN I varia de 40% a 90% (NUOVO ct al.,
1991; TOKI et al., 1991; KURMAN ct al., 1992a), dependendo do método de
hibndizagdo utilizado, sendo de cerca de 58% para a hibnidizagdo "in situ”
(BORNSTEIN et al., 1988; PILOTTI et al, 1989, PARK et al., 1991a;
SCHNEIDER ¢t al., 1991).

A idade média dos casos positivos foi de 38,3 anos, sendo mais jovem
que as pacientes do grupo negativo onde a idade média foi de 57,9 anos, dado

este estatisticamente significante.

Todos 0s nossos casos foram positivos para as sondas do HPV 16/18.
Em quatro casos (26,7%) houve associagdo com oulros tipos de virus do HPV na
mesma Jesdo. Isto demonstra a forte correlagio entre os HPV 16/18 e a neoplastia
intraepitelial vulvar, concordante com a maioria dos trabalhos publicados
(SINGER et al., 1985; GUPTA et al., 1987; AMORTEGUI ct al., 1990). Quanto
a associagio dc virus nas lesdes, a freqiiéneia por nos encontrada esta de acordo
com a literatura, que relata desde raros casos associados (REID et al., 1987,
BUSCEMA et al,, 1988; WILBUR ect al,, 1988) at¢ 3% de infecgio viral
multpla (TWIGGS ct al., 1988; BECKMANN et al., 1991)

BECKMANN et al. (1991) comentam que a infecgdo miltipla é mais

freqiiente na vulva do que no colo uterino. Os tipos virais mais freqiientemente



126

associados sdo os 16/18 e 31/35/51, como observado em trés dos nossos quatro
casos. Pela alta homologia entre o virus 16 ¢ o 31 é também discutido se esta
assoctagio ¢é real ou resultante de uma reagio cruzada entre as sondas (NUOVO

& RICHART, 1989b).

O DNA viral ¢ detectado em toda a espessura do epitélio a partir da
camada parabasal, porém ¢ observado em maitor niimero de células ¢ em maior
intensidade nos nucleos das células mais superficiais do epitélio escamoso
(CRUM et al., 1982; McDOUGALL et al.,, 1986; STOLER & BROKER, 1986;
BECKMANN et al., 1988; PARK et al., 1991a). Isto deve-se a replicagiio viral
ser limitada a poucas cépias de DNA na camada basal, ¢ a medida que os
queratindcitos ascendem para a superficie ¢ se diferenciam, ocorre um aumento
do nivel de replicagdo do DNA viral; ou scja, a replicag@io do DNA ¢ o ntumero
de copias do virus também estido relacionados com a maturagdo ¢ diferenciagdo
do cpitélio cscamoso, assim como a produgiio das protcinas do capsideo viral
(McDOUGALL et al,, 1986; STOLER & BROKER, 1986; SCHNEIDER et al.,
1987, PARK et al., 1991a; DEL VECCHIO et al, 1992). O indice de
positividade ¢ portanto dependente da sensibilidade inerente ao método
empregado e também do grau de diferenciagfio celular (BECKMANN et al,,
1988; AMORTEGUI et al., 1990; SCHNEIDER et al., 1991).

Observamos que a positividade da reagdo ocorreu em epitélio
morfolégicamente atipico, ¢ raramente em cpitélio normal ou apehas com -
alteragSes de condiloma. Isto poderia ser secundario a auséncia do DNA do HPV
no epitélio normal adjacente ao VIN, ou A presenga de pequeno niimero de copias
do DNA viral, niio detectaveis através da hibridizagdo " situ” (GUPTA et al.,

1987; PARK et al., 1991a; FENOGLIO-PREISER et al., 1992).

Embora seja referido na literatura que a presenga do DNA do HPV

aumente o risco para lesdes multifocails ¢ multicéntricas associadas
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(BORNSTEIN et al., 1988; TWIGGS et al., 1988, MITCHELL et al., 1993),
outros autores ndo observaram esta relagdo (BORNSTEIN et al., 1988; JONES et
al., 1990; MITCHELL et al., 1993). Os nossos casos positivos pela HIS ndo
foram mais freqiientes nas lesdes multifocais e ndo foram exclusivos de qualquer
variante histologica, embora a maioria da amostra fosse constituida pela variante
bowenoide. De acordo com JONES et al. (1990), enconframos maior indice de
detecgdo do DNA do HPV em pacientes mais jovens, e aqui também se aplica a

mesma discussdio proposta para os dados da imuno-histoquimica.

Trabalhos mostram intima relagio entre HIS positiva e a presenca de
efeitos citopdticos virais no cspécime analisado, € que o sucesso da HIS esta
dirctamente relacionada com a presenga ¢ o grau de coilocitose na lesdo, com
estas c¢lulas mais infensamente coradas (STOLER & BROKER, 1986; GUPTA
ct al., 1987; FRANQUEMONT et al., 1989; JONES ct al,, 1990; PARK cf al.,
1991a).

Entre os qualorze casos que apresentavam coilocitose em grau leve,
apcnas 14,3% foram positivos pela HIS, igualmente positivos foram 62,5% dos
que apresentavam coilocitose moderada e intensa, confirmando através da analise
estatistica, que a intensidade do efeito citopatico produzido pelo virus esta
diretamente relacionada com o indice de deteegdo do DNA do HPV através do
meétodo da hibridizagdio "in situ”. Porém, nos scis casos e que ndo havia atipia
coilocitotica, o DNA do HPV foi detectado em trés deles (50%). sendo um

fortemente ¢ dois fracamenle positivos pela HIS.

Assim, deve ser enfatizado que a presenga de coilocitose estd mais
associada com a positividade da reagéio, porém, nfio indica que serd sempre
positiva, podendo haver células coilocitoticas negativas, ¢ células normais com

DNA do HPV.
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A hibridizagdo "in situ” é método mais sensivel do que o exame

imuno-histoquimico (McCANCE et al., 1985; ROMAN & FIFE, 1989; NUOVO,

1990), ¢ a reagdo da polimerizagio em cadeia (PCR) é mais sensivel ainda

(NAGAI et al,, 1987, NUOVO, 1990). Ao contrario da IMPX que requer

maturagio viral completa para que o sistema de detecgdio funcione, na

hibridizagdo, s6 a presenga do DNA do HPV ¢ suficiente, ndo sendo necessario o

desenvolvimento completo do ciclo bioldgico viral. Além disso, como as

neoplasias intracpiteliais de alto grau sdo constituidas por uma populagio celular

imatura, ha baixa produgio dec virus maduro em relagdio ao conteido de DNA

viral presente nas células, sendo por isso a HIS mais sensivel do que a IMPX

(PILOTTI et al., 1989).

do:

Varios fatores estiio envolvidos na positividade da reagfio, dependentes

a) conteido do DNA viral que varia de célula para célula numa mesma
lesio (STOLER & BROKER, 1986; SCHNEIDER et al., 1987;
PILOTTI et al., 1989; ROMAN & FIFE, 1989). Quanto maior o

niunero de fragmentos estudados, maior o indice de positividade,

b) baixo nimero de copias virais na leso, principalmentc nos epitélios
atipicos, scndo influenciado pelo grau de sensibilidade do método
de hibridizagdo utilizado (HOFLER, 1987; NAGAI et al., 1987
TWIGGS ct al,, 1988; JONES ¢t al,, 1990; BECKMANN et al.,
1991),

¢c) tipo de fixador utilizado ¢ o tempo de fixagdo (McDOUGALL et
al,, 1986; NUOVO & RICHART, 1989a). A prescrvagio do DNA
durante a fixagdo ¢ um passo importante, sendo ideal a solugdo de

formalina a 10% tamponada, por periodo de 24 a 48 horas,
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d) procedimento da técnica de hibridizagio

- presenga de tipos de HPV na lesdo diferentes das sondas utilizadas
(WILBUR et al., 1988; NUOVO & RICHART, 1989a; PILOTTI
et al., 1989; JONES et al., 1990; BECKMANN et al., 1991),

- acesso da sonda aos acidos nucleicos (McDOUGALL et al., 1986;
HOFLER, 1987), o qual é influenciado pela concentragio e
tempo de agdo da solugdo de proteinase K (NUOVO &
RICHART, 1989a). Esta cnzima altcra a morfologia da lesio ¢
provoca o descolamento do tecido se agir por um (cmpo

prolongado (CLAVEL ct al., 1991),

- tamanho e tipo da sonda ulilizada. As sondas de RNA sido mais
sensivets ¢ cspecificas do que as de DNA (McDOUGALL et al.,
1986; [IOFLER, 1987, NAGAI et al, 1987, NUOVO &
RICHAR'T, 1989a), assim como as sondas radioativas sdo mais
sensiveis do que as conjugadas a biotina, principalmente quando
existe pequeno ntimero de cdpias virais na lesdo (CLAVEL ct al.,

1991),

- sistema de detecgdio escolhido (McDOUGALL et al., 1986;
NUOVO & RICHART, 1989a; SYRJANEN, 1990): depende da
qualidade do wmaterial usado (difcrentes  "Kits"comerciais)

(NUOVO & RICHART, 1989a),

- "estringéncia” da hibridizagdio ¢ das lavagens pés-hibndizagio

(HOFLER, 1987; NAGAI ct al., 1987).

Assim, embora nosso indice de positividade pela HIS seja semelhante
ao da literatura, ele foi muito préximo ao encontrado pela IMPX. Isto talvez

possa ser explicado por problemas de tempo de fixagdo ndo padronizado por ser
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um estudo retrospectivo. Além disso, com este estudo introduzimos a HIS no
nosso servigo, sendo portanto um método novo, com pequena experiéncia de
manipulagdo pela equipe que realizou o processo de HIS, necessitando
treinamento ¢ adaptagdes. Embora tenhamos seguido o protocolo estabelecido
pelo fabricante, notamos acentuada digestdo enzimatica dos espécimes, com
desintegracdo de alguns cortes e alto indice de descolamento do tecido. Apesar
disso, os exames foram repetidos quando possivel, até o desgaste do bloco ou até

o esgotamento das solugdes fornecidas pelo "Kit".

0.8. Anilise conjunta das duas técnicas

Comparando-se as técnicas de IMPX e HIS, foi observado rcagio
positiva através dos dois métodos em cinco casos (13,9%), ¢ para um ou outro em
63,9% dos casos. A baixa concordédncia dos achados em relagiio as duas técnicas
utilizadas foi interpretada como sccundaria as alteragdes inerentes a metodologia
utilizada ja relatadas anteriormente como possiveis explicagdes para os resultados
ncgativos na IMPX ¢ HIS. Além disso, a relagiio entre a replicagiio viral ¢ a
expressdo do gene tardio pode variar consideravelmente (CRUM, 1987). Uma
outra possibilidade seria a de que os casos positivos pela IMPX ¢ negativos a
hibridizagfio "in situ", poderiam conter tipos de vitus diferentes dos utilizados nas
sondas. Também, o fato de fazermos cortes seriados para as diferentes reacdes
poderia influenciar a positividade pois a amostragem celular estudada ¢ diferente
em cada corte. Além disso, a idade da lesio influencia o indice de detecgiio do
virus (TWIGGS et al,, 1988; FU & REAGAN, 1989), pois com o decorrer do
tempo ¢ o desenvolvimento da imunidade do hospedeiro, a lesdo pode reter o

DNA do HPV sem promover a sintese de particulas virais maduras. Isto talvez
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possa explicar a maior positividade da reagio em pacientes mais jovens, que

provavelmente tém lesdes ha menos tempo.

O indice de detecgiio do HPV através da IMPX ou HIS foi de 63,9%,
indicando a complementaridade das reagdes e estabelecendo assim uma alta

associagdo entre infecgdo pelo HPV e VIN Iil ¢ carcinoma estadio Ia da vulva,

O fato da freqiiéncia de 83,3% de atipias coilocitéticas ser maior que a
freqiiéncia de detecgdo do HPV por qualquer um dos métodos usados poderia ser
entendida como decorrente de limitagBes inerentes aos proprios métodos, que
necessitam de determinada quantidade de copias virais na lesio ou de varias
sondas com diferentes (ipos dc DNA do HPV. Entretanto, apenas o dado
morfolégico da atipia coilocitética pode ndo indicar a presenca do virus na lesiio,
Apesar de muito relacionada a infecgdo pelo HPV, a atipia coilocitética pode ser
supervalorizada ¢ dai superdiagnosticada. Devemos reforgar que o diagndstico
histologico criterioso ¢ fundamental, com o conjunto de dados ja anteriormente

aprescntados a fitn de que se evile o excesso de diagnéstico de infecgio viral,

Devemos destacar também o fato de termos encontrado casos positivos
por ambos os métodos cnire os carcinomas cscamosos estadio la, embora cm
menor nimero. Isto constata a possibilidade de lesdes relacionadas ao virus se
lornarem invasivas na vulva, apesar de screm descritos casos de regressdo
espontanea. Importante também, ¢ que as lesdes de Ca. Ia apresentaram areas de
VIN III adjacentes. Como a idadc destas pacientes era cerca de quinze anos mais
velha que o grupo de VIN IlI, muito provavelinente estas lesdes tiveram longa
evoluglio e poderiam ter sido anteriormente erradicadas caso o exame periddico

da vulva fosse feito rotinciramente,

Os casos negativos também devem scr analisados criticamente,
Poderiam realmente nfio estar relacionados a infecgdo viral ou, seriam

decorrentes das vérias limitagSes de ambos os métodos empregados. Desta forma,
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pretendemos, em seguimento a esta linha de trabalho, fazer uma analise detalhada

destes casos negativos através de outra técnica com maior sensibilidade.

6.9. O valor da tipagem do HPV

Analisando criticamente os nossos dados, vimos que o HPV esti
associado as lesdes intraepiteliais de grau 1Il da vulva e ao carcinoma escamoso

estadio la.

Todos os nossos casos positivos apresentaram o DNA do HPV 16/18
pela hibridizagdo "in situ”, conhecido pela literatura como tipo de HPV de alto
risco para oncogénese. Isto corrcspondeu a 41,7% dos trinta ¢ seis casos
estudados. Além disso, houve associagio de lipos virais na mesma lesdo, tipos
estes conhecidos como de risco baixo ou intermedidrio para a transformagio

maligna.

Entendemos que em um trabalho como este, a andlisc global das
caracteristicas clinicas, histolégicas ¢ de detecglio do agente infeccioso de uma
populagdo, forncce dados muito importantes que contribuirdo para o raciocinio

do clinico {rente a uma pacicnte isolada.

Entretanto, qucstionamos o valor da tipagem do DNA viral em exames
de rotina, pois a conduta terapéutica deverd ser baseada na gravidade da lesdo

histoldgica ¢ ndo no tipo de virus presente.

Portanto, se estivermos frente ao quadro histologico de VIN I,
concluimos com os dados deste nosso trabalho que muito provavelmente teremos
o HPV 16/18 na lesiio. Esta paciente devera ser investigada pesquisando-se a

posstbilidade de lesdes em outros locais do trato genital feminino e acompanhada
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periodicamente. Se, por outro lado, a lesdo vulvar for de menor intensidade, isto
¢, VIN I ou VIN II (neoplasia intraepitelial grau I e II, respectivamente), esta
paciente também devera ser seguida pois o encontro de um virus de menor risco
também ndo garante, em um caso isolado, a potencialidade da transformagéo

maligna.
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7. CONCLUSOES

7.1.

7.2,

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

O grupo de estudo compreendeu 36 casos distribuidos em 30
VIN 1II e seis carcinomas escamosos estadio la da vulva. A 1dade
média das pacientes com VIN Ul foi de 47,5 anos e dos

carcinomas cstadio la, 61,1 anos.

Clinicamente as lesGes s apresentaram mais fregiientemente
como discrémicas ¢ levemente clevadas. Observou-se fregiiente
associaciio com lesdes em outras regides do trato genital

feminino inferior (69%), predominantemente no colo uterino.

Histologicamente a variante bowenéide foi a mais freqiiente
(90%), enquanto que o tipo simplcs, menos comum, ocorreu em

apenas 10% dos casos.

Os aspectos histologicos sugestivos de infecgdo pelo HPV
estiveram presentes em 83,3% das lesdes, ein diferentes graus de

intensidade.

A detecgdo do antigeno do capsideo viral através da rcagfo de
imunoperoxidase ocorreu em 13 casos (36,1%), todos da variante

bowendide.

A detecgiio do DNA do HPV através da hibridizagdo "in situ”
ocorrcu cm 15 casos (41,7%), tanto da variantc histolégica

bowenodide quanto do tipo simples.
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7.7. Todos os casos positivos pela hibridizagdo "in situ" apresentaram
DNA do HPV 16/18, conhecido como de alto risco oncogénico.
Houve associagdo de diferentes tipos de virus na mesma lesfio
em quatro casos (26,7%), relacionados a risco baixo (HPV 6/11)
ou intermediario (HPV 31/35/51) na transformagdo neoplasica,

encontrados nas areas de epitélio atipico.

7.8. A positividade dos métodos de detecgdo ndo esteve associada i
multifocalidade ou multicentricidade das lesdes, ¢ nem 2

presenga ou auséncia de atipias coilocitdticas.

7.9. A concordincia de dados positivos para ambos os testes foi
baixa, em apenas cinco anos (13,9%). Esta baixa concordancia
sugere que ambos os métodos de detecgdo do virus sdo
complementares entre si, ¢ que o uso de um deles ndo cxclui a

necessidade de se utilizar o outro.

7.10. Sc¢ considcrarmos a positividade de um ou oufro método, a
detecgdio do virus nas lesGes sobe para 63,9%, dado este que
aponta para a rclagdio do virus com as lesbes de VIN III e de

carcinoma estadio la.

7.11. A detecgiio do virus cm ambos os tipos de lesGes indica que as
neoplasias infraepiteliais vulvares relacionadas ao HPV podem
progredir para invasdo. Apesar do pequeno numero de casos de
Ca. Ia estudados, a distribuigdo dos casos de VIN IlI em ampla
faixa etaria sugere que o tempo de evolugdo da neoplasia
intraepitclial grau lil parece ser longo, o que permitiria trata-la
precocemente, desde que o cxame detalhado da vulva fosse

introduzido na rotina do exame ginccoldgico.
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7.12. Os casos positivos detectados por qualquer um dos métodos
apresentaram idade média mais jovem do que os casos negativos,
dado este estatisticamente significante e concordante com a

literatura.
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