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RESUMO

Introdugao: o carcinoma epidermoide invasor (CE) de vulva € uma doenga rara, que
corresponde a cerca de 3-5% dos tumores malignos do trato genital feminino e a
90% de todas as neoplasias malignas primarias da vulva. Existem duas vias para o
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais (NIV) e CE wvulvar: uma via nédo
relacionada ao papilomavirus humano (HPV) e outra relacionada ao HPV, com
caracteristicas clinicas, patologicas e epidemiologicas distintas. Objetivos: estudar
as duas vias da carcinogénese vulvar, realizando correlagdo da expressdo imuno-
histoquimica do p53 com a histologia. Métodos: foi realizado estudo do tipo caso-
controle com 76 casos. Esses foram reclassificados conforme a terminologia da
Sociedade Internacional para o Estudo das Doencgas Vulvares (ISSVD, 2004), tendo
sido realizada imuno-histoquimica para p53 e revisdo de dados clinicos.
Resultados: foram identificados 26 casos normais, 15 casos da via associada ao
HPV (12 de NIV usual; 3 de CE condilomatoso) e 13 da via ndo associada ao HPV
(5 de NIV diferenciada; 8 de CE queratinizante). A expressdo do p53 nas vias
carcinogénicas apresentou diferengas significativas: na via ndo associada ao HPV o
p53 apresentou maior percentagem de células coradas (>25%, p<0,001), padrdo
basal com extensdo ao terco médio para as NIV diferenciadas e difuso ou infiltrativo
para os CE (p<0,001). A via carcinogénica associada ao HPV apresentou marcagao
de p53 menos extensa (até 10% das células, p<0,001), com padrdo basal para as
NIV usuais, sendo negativo para p53nos CE condilomatosos (p<0,001).
Encontramos diferengas entre as idades (p<0,05), sendo que as pacientes da via
nao associada ao HPV apresentaram média de 66 anos e as da via associada,
meédia de 44 anos. Conclusao: existe um padrao caracteristico, baseado na
histologia e expressdo do p53, que separa as lesdes vulvares em duas vias
carcinogénicas distintas. O uso rotineiro de imuno-histoquimica para o p53
simultanea ao diagndstico histologico em todos os casos de NIV e CE vulvar podera
auxiliar na definicdo da via carcinogénica, permitindo um melhor acompanhamento

clinico das pacientes.

Palavras-chave: carcinoma epidermoide vulvar, neoplasia intraepitelial vulvar,

papilomavirus humano, p53, carcinogénese vulvar, imuno-histoquimica



ABSTRACT

Introduction: The squamous cell carcinoma of the vulva is a rare disease, which
accounts for about 3-5 % of malignant tumors of the female genital tract and 90 % of
all primary neoplasms of the vulva. There are two pathways for the development of
intraepithelial neoplasia (VIN) and vulvar squamous cell carcinoma: a pathway
unrelated to human papillomavirus (HPV) and other HPV-related, with significant
differences in clinical, pathological and epidemiological aspects. Objectives: To
study the two pathways of vulvar carcinogenesis, correlating the results of p53 with
histology. Methods: A retrospective case-control with 76 cases. These were
reclassified according to the terminology of the International Society for the Study of
Vulvar Diseases (ISSVD, 2004). Was performed immunohistochemistry for p53 and
review of clinical data. Results: We identified 26 normal cases, 15 cases of HPV-
related pathway (12 usual VIN; 3 warty squamous carcinoma) and 13 not related with
HPV (5 differentiated VIN; 8 keratinizing squamous cell carcinoma). The p53
showed significant differences: in cases related to HPV p53 showed a higher
percentage of stained cells (> 25 %, p<0.001 ), basal pattern extending to the middle
third to the differentiated VIN and diffuse or infiltrative for keratinizing carcinoma (p<
0.001). The p53 in HPV-related cases was less extensive (up to 10 % of the cells,
p<0.001), with a basal pattern for usual VIN and negative pattern for warty carcinoma
(p< 0.001). We found significant differences between age groups, with the group of
patients with HPV-related average of 44 years and the patients in the group
unrelated to HPV average of 66 years. Conclusion: There is a characteristic pattern,
based on the results of histology and p53, which separates the vulvar lesions in two
distinct carcinogenic pathways. We propose the routine use of p53 simultaneously to
histological diagnosis in all cases of VIN and vulvar squamous cell carcinoma, as this
would assist in defining the carcinogenic pathway allowing better monitoring of the
patient.

Keywords: squamous vulvar carcinoma, vulvar intraepithelial neoplasia,

humanpapillomavirus, p53, vulvar carcinogenesis, immunohistochemistry



LISTA DE ABREVIATURAS

- CE: Carcinoma epidermoide invasor

- DNA: Desoxiribonucleic Acid (acido desoxirribonucleico)

- EG: Early protein 6 (proteina precoce 6)

- E7: Early protein7 (proteina precoce 7)

- G1: Gap 1 (intervalo 1)

- G2: Gap 2 (intervalo 2)

- HE: Hematoxilina e eosina

- HIV: Human immunodeficiency virus (virus da imunodeficiéncia humana)
- HPV: Human papillomavirus (papilomavirus humano)

- IHQ: Imuno-histoquimica

- ISSVD:The International Society for the Study of Vulvovaginal Disease (Sociedade
Internacional para o Estudo das Doencgas Vulvares)

- NIV: Neoplasia intraepitelial vulvar (NIVs: neoplasias intraepiteliais vulvares)
- OMS: Organizagdo Mundial de Saude

- PCR: polymerase chain reaction

- pRB: protein retinoblastoma (proteina retinoblastoma)

6INK4a)

- p16: protein p16™%* (proteina p1
- p53: protein 53 (proteina 53)
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1. INTRODUCAO

O carcinoma epidermoide invasor (CE) de vulva é uma doenga rara, que
corresponde a cerca de 3-5% dos tumores malignos do trato genital feminino e a
90% de todas as neoplasias primarias da vulva (1).

De acordo com C. Bodelon et al.,, a incidéncia de cancer de vulva vem
aumentando nos EUA nas ultimas trés décadas. Entre 1973 e 2004, a incidéncia de
neoplasias vulvares “n situ” aumentou 3,5% ao ano, enquanto a incidéncia de
lesbes invasoras aumentou 1,0% ao ano (2). Estudo populacional realizado na
Dinamarca avaliou a incidéncia de carcinoma epidermoide invasor e neoplasia “in
situ” de vulva entre 1978 e 2007. Foi identificado aumento da incidéncia tanto das
lesbes precursoras quanto de lesdo invasora, o que pode ser explicado pelo
aumento da taxa de infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) na populagéo (3).
Estudo epidemiologico realizado na Alemanha sobre incidéncia de cénceres de
vagina e vulva identificou aumento dos casos do céncer de vulva desde a década de
70. A idade média ao diagndstico foi de 72 anos. As pacientes com diagnostico
antes dos 50 anos apresentavam neoplasias associadas ao HPV, com

concomitancia de cancer do colo uterino e cancer anal em 20% dos casos (4).

A incidéncia do carcinoma epidermoide de vulva no Brasil € uma das mais
altas do mundo e Porto Alegre (RS), Goiania (GO) e Recife (PE) sdo as capitais

brasileiras com maior numero de novos casos (1).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinogénese vulvar

A carcinogénese vulvar ndo é tdo diretamente associada ao HPV quanto a
carcinogénese do colo uterino (5). No colo uterino cerca de 100% dos carcinomas
epidermoides sao associados ao HPV (6), enquanto na vulva, cerca de 40% dos
carcinomas epidermoides apresentam essa associagao (7,8).

Na vulva, alteragbes epiteliais sdo encontradas adjacentes ao carcinoma
epidermoide em 50-70% das pacientes. A maioria dessas alteragbes epiteliais
apresenta algum grau de displasia. E amplamente aceito que a maioria dos
carcinomas epidermoides de vulva se origina em lesdes intraepiteliais, denominadas
neoplasias intraepiteliais vulvares (NIVs). Essas precedem o surgimento do

carcinoma invasor por periodo variavel de tempo (9).

Fortes evidéncias acumuladas demonstram que existem duas vias
etiopatogénicas diferentes para o desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais
vulvares e de CE vulvar: uma via nao relacionada ao HPV e outra relacionada ao
HPV (10,11). Essas duas vias apresentam diferentes caracteristicas clinicas,
patolégicas e epidemiologicas, devendo ser consideradas duas entidades distintas
(9,12). A primeira e mais comum, nao associada ao HPV, ocorre em mulheres mais
velhas e leva principalmente ao carcinoma epidermoide do tipo queratinizante,
frequentemente em um “background” de liquen escleroso e neoplasia intraepitelial
vulvar (NIV) diferenciada (5,10,11). A segunda via, associada ao HPV, ocorre em
mulheres mais jovens e esta associada a NIV basaloide ou condilomatosa (“warty”),
também chamada de NIV usual, e leva aos carcinomas epidermoides dos tipos
condilomatoso e basaloide (5,10,11).
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2.1.1 Via carcinogénica associada ao HPV

O HPV tem sido identificado em um subgrupo de carcinomas epidermoides
invasores vulvares, sugerindo uma relagdo causal (5). Em revisdo da literatura
realizada por Nieuwenhof et al.(5), foram avaliados dezesseis estudos envolvendo
um total de 1181 casos de carcinoma vulvar, encontrando-se em média 35% de
positividade total para HPV, com 25% de positividade para HPV dos tipos 16 e 18.

Metanalise publicada por De Vuyst et al. (7) avaliou a presengca de HPV
detectado por PCR (polymerase chain reaction), estratificada por regido geografica,
concluindo que o tipo mais comum de HPV detectado foi o HPV 16, presente em
71,9% das NIVs usuais de alto grau e em 32% dos CE de vulva. Além disso, foi
encontrada uma taxa de positividade maior para HPV nos Estados Unidos (63,2%)
do que na Europa (34,7%). A positividade para HPV esta mais associada a CE
basaloides/condilomatosos do que queratinizantes. A prevaléncia geral foi de 40%
nos CE vulvares e 85,3% nas lesdes intraepiteliais de alto grau. Os achados dessa
metanalise corroboram a ideia ja comentada anteriormente de que existem duas vias

distintas para carcinogénese vulvar (7,13).

Na via relacionada ao HPV, o CE é precedido pela NIV usual (10,11). Esses
casos compreendem cerca de 40% das neoplasias invasoras, ocorrem em pacientes
mais jovens, estdo mais associados a multifocalidade e a concomitancia de lesbes
no colo uterino. Apresentam integracdo do genoma viral, com amplificagdo 3p25-27
(12). A maioria CE é positiva para HPV16, sendo que quase todos os tumores
restantes sao positivos para HPV18 e HPV33 (12). Os HPV dos tipos 16 e 18
pertencem ao género Alphapapillomavirus e apresentam tropismo pelas mucosas. O
tabagismo é fator de risco para desenvolvimento de lesdes neoplasicas associadas

ao HPV, provavelmente por um mecanismo relacionado a imunossupresséo (14).

2.1.2 Via carcinogénica nao associada ao HPV

Nessa via o CE é precedido pela NIV diferenciada. Nado ha correlagdo com
infeccdo pelo HPV, nem risco aumentado de neoplasias do colo uterino. Esses

casos estdo associados a histéria prévia de liguen escleroso e ocorrem em
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pacientes mais velhas (3). Essa rota origina carcinomas epidermoides
queratinizantes bem diferenciados, semelhantes histologicamente aos carcinomas

epidermoides convencionais da pele ndo-genital (12).

2.2 Lesoes precursoras do carcinoma epidermoide — aspectos gerais

As areas adjacentes ao CE apresentam lesdes intraepiteliais em 50 a 70% dos
pacientes. Essas lesdes intraepiteliais (NIVs) apresentam algum grau de displasia e

precedem os carcinomas invasores por um periodo de tempo variavel (15).

O diagndstico de NIV é histologico, sendo necessaria a realizagao da biopsia,
ja que nao existem sinais ou sintomas especificos (16). O epitélio escamoso vulvar
sofre agdes de diversos agentes, tais como urina, secre¢gdes vaginais, traumas por
produtos quimicos de higiene ou pecas de vestuario. O sintoma mais comum de NIV
€ o prurido, que ocorre em cerca de 59% das pacientes (17).

O primeiro autor a descrever lesdes escamosas intraepiteliais foi Bowen em
1912, motivo pelo qual elas foram denominadas inicialmente doenga de Bowen.
Desde entdo, numerosos termos e nomenclaturas foram empregados para
classificar as lesbes precursoras do carcinoma epidermoide de vulva. A Sociedade
Internacional para o Estudo das Doengas Vulvares (ISSVD) simplificou a
terminologia para carcinoma “in situ” e atipia vulvar em 1976. Em 1986 a ISSVD
adotou o termo NIV, que foi dividida em 3 graus, NIV 1, 2 e 3, baseada na
terminologia utilizada para as leses displasicas intraepiteliais do colo uterino. Mais
recentemente, em 2003, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou as
lesdes num sistema de 3 graus para os tipos condilomatoso (“warty”)/basaloide e
simplex (18-20).

A ISSVD adotou em 2004 a classificagao das NIVs em dois tipos: NIV usual e
NIV diferenciada. A ISSVD decidiu abolir o termo NIV 1. O termo NIV s6 é aplicado a
lesbes de alto grau antes denominadas NIVs 2 e 3 e para NIV diferenciada. Essa
mudanca foi feita baseada na observacao de que as lesdes chamadas de NIV 1, 2 e
3 nao representavam um continuum bioldgico, ja que a lesdo chamada NIV 1 nédo é

precursora de cancer invasor (18).
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Quadro 1. Classificagao das neoplasias epiteliais vulvares (8)

OMS (2003)

. NIV 1, 2 e 3 (tipos “warty” e basaloide)
. NIV 1, 2 e 3 (tipo simplex)
ISSVD (2004)

. NIV, tipo usual ou classico (NIV 2, 3)
(@) Tipo condilomatoso (“warty”)
(b)  Tipo basaloide

(c)  Tipo misto

. NIV, tipo diferenciado (NIV 3)

2.2.1 Liquen escleroso

O liquen escleroso também foi sugerido como precursor de uma via de
surgimento de carcinoma epidermoide independente do HPV, porém mecanismo
dessa progressao carcinogénica ainda n&o esta totalmente esclarecido. O liquen
escleroso € frequentemente encontrado nas areas adjacentes ao carcinoma
epidermoide invasor. Além disso, alguns estudos de coorte demonstraram que
mulheres com liquen escleroso tém maior risco de desenvolver carcinoma
epidermoide, porém a maioria das pacientes essa doengca ndo desenvolve
carcinoma epidermoide (15).

O liquen escleroso € uma doenga mucocutanea inflamatéria crénica com
especial preferéncia pela area genital, mas que pode ocorrer em qualquer parte do
corpo. Essa doenca também foi conhecida como craurose vulvar, leucoplasia e
liquen escleroso e atrofico. Em 1976 a ISSVD recomendou o termo liquen escleroso
para unificar todos os demais. O liquen escleroso tem sido relatado em todas as
faixas etarias (21), apresenta pico de incidéncia bimodal em meninas pré-puberes e
mulheres pos-menopausicas (22) e afeta entre 1 em 300 e 1 em 1000 individuos na
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populacdo (23). Manifesta-se inicialmente como uma placa eritematosa que pode
evoluir para lesado brancacenta e endurecida (21), podendo ocorrer teleangiectasias,
fissuras, erosdo e ulceracdo. Pode ser assintomatico ou associado a prurido e
queimacéo local (24). A etiologia exata € desconhecida, mas fatores imunologicos,

genéticos, hormonais, infecciosos e trauma tém sido envolvidos (21).

Os achados histolégicos dependem da fase da doenga no momento da
bidpsia. A apresentagao tipica € de epitélio hiperceratdtico (se a paciente tende a
cocar a lesao) ou epitélio atréfico, com degeneragao hidropica da camada basal,
leve espongiose, colageno subepidérmico esclerotico e infiltrado linfocitario dérmico.
As artérias e arteriolas da derme superior apresentam sinais de endarterite
obliterante (25). Existem, porém, numerosas variagcdes desses aspectos histologicos
classicos previamente descritos, de forma que o liquen escleroso pode apresentar

diversos aspectos histologicos (26).

Entre as complicagdes que podem ocorrer no liquen escleroso de longa
duracgédo esta o carcinoma epidermoide, com risco estimado nas mulheres de 2 a 6%
(27-29). Estudos histologicos cuidadosos de pacientes com carcinoma epidermoide
revelaram liquen escleroso adjacente em 60% dos casos (30). Evidéncias sugerem
que o liquen escleroso € um fator carcinogénico HPV independente (24,31-33). O
exato mecanismo carcinogénico ainda esta em debate, sendo que o processo
inflamatdrio crénico associado ao liquen escleroso poderia levar a anormalidades
moleculares que facilitariam a transformacgao neoplasica (24). A alta expresséo de
p53 nas camadas basais do liquen escleroso tem sido postulada como marcador
para aumento da probabilidade de progressao para carcinoma epidermoide vulvar
(29). Porém, até o momento, nenhum marcador molecular se mostrou eficiente para
identificar os casos de liquen escleroso que tém risco de evoluir para carcinoma

epidermoide (26).

Em trabalho publicado em 2011, Nieuwenhof et al. demonstrou, apds revisao,
que boa parte dos exames anatomopatolégicos diagnosticados previamente como
liquen escleroso deveriam ser diagnosticados como NIV diferenciada (26).



15

2.2.2 NIV usual

Essas lesbes s&do chamadas de NIV usual (“not otherwise specified”) pela
ISSVD. Esse grupo esta associado ao HPV: a presenca de HPV 16 é detectada em
cerca de 70% dos casos (34). Essas lesdes correspondem histologicamente as
lesbes escamosas intraepiteliais de alto grau encontradas no colo uterino, regiao
anal, vagina e pénis, ou seja, aquelas em que a displasia ocupa dois tergos ou toda
espessura do epitélio (7,15). Nas ultimas décadas a NIV wusual tem sido
diagnosticada em pacientes mais jovens (cerca de 40 anos). Fatores de risco para
NIV usual incluem: tabagismo (60-80 %), histéria de condilomas acuminados, herpes
genital e infec¢do pelo virus do HIV. O envolvimento multifocal da vulva ocorre em

mais de 40% dos casos e essa NIV esta associada a doenca intraepitelial

multicéntrica de colo uterino ou vagina (34).

Essas lesbes sdo o prototipo da NIV, sendo facilmente reconhecidas
histologicamente pelas 6bvias anormalidades arquiteturais e citologicas (15). A
epiderme se encontra espessada, com frequentes hiperceratose e paraceratose
atipica. Ha perda da maturacédo celular, com atipia nuclear em todas as camadas do
epitélio. Identifica-se aumento da relacdo nucleo-citoplasmatica, hipercromasia
nuclear, pleomorfismo, multinucleacdo e numerosas figuras mitéticas, incluindo
mitoses atipicas. Atipias coilociticas podem estar ou n&do presentes. Células
apoptoticas com denso citoplasma eosinofilico e nucleos picnéticos sdo comuns.
Envolvimento do epitélio folicular dos anexos cutaneos por células atipicas e

numerosos melanéfagos no derma papilar também sao caracteristicos (15,34,35).

As NIVs usuais podem ser divididas histologicamente nos tipo condilomatoso
(“warty”) e basaloide/indiferenciada (“bowenoid”) (15,35). A NIV usual basaloide
apresenta células indiferenciadas (que lembram as células basais) comprometendo
toda espessura da epiderme, que normalmente é plana, ndo-papilomatosa. A NIV
usual condilomatosa apresenta cones interpapilares largos e profundos, resultando
na aparéncia condilomatosa caracteristica. Além da acantose, sdo comuns
evidéncias citoldégicas de infecgdo viral, tais como alteragdes coilociticas,
multinucleacéo e granulos grosseiros de queratina (15).
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Existe, porém, frequente sobreposicédo entre esses dois padroes, sendo que a
mistura dos padrdes basaloide e condilomatoso é comumente encontrada na mesma
lesdo. Assim, os dois subtipos sdo considerados variantes histolégicas da mesma
lesdo, em vez de duas entidades separadas (15,35,36).

No sistema de graduacgé&o proposto pela OMS, a NIV usual é denominada NIV
classica e é dividida em trés categorias, NIV1, NIV2 e NIV3, semelhante a divisdo
realizada para as lesdes intraepiteliais do colo uterino. Entretanto, lesdes planas de
baixo grau com maturagao superficial e atipia coilocitica (NIV 1) s&o raras na vulva,
apesar de frequentes no colo uterino. Lesdes vulvares mostrando claras alteracoes
citolégicas relacionadas ao HPV e displasia de baixo grau sao os tipicos condilomas
acuminados (exofiticos) vulvares e assim devem ser diagnosticados. Os condilomas
acuminados n&o devem ser diagnosticados como NIV 1, pois representam infecgdes
por subtipos virais de HPV de baixo-risco (HPV6 e HPV11), que muito raramente, ou
nunca, progridem para carcinoma epidermoide vulvar (15,37). Além disso, a grande
subjetividade na diferenciagao entre NIV 2 e NIV 3 levou a unificagdo dessas duas
categorias na NIV usual, de acordo com a ISSVD. O diagnostico de papulose
bowenoide é considerado um termo antigo e n&o deve ser mais utilizado, ja que

essa lesdo é indistinguivel da NIV usual, devendo ser diagnosticada como tal (15).

O diagnostico diferencial entre NIV usual e CE inicial pode ser dificil.
Caracteristicas sugestivas de invas&o inicial sdo irregularidade no tamanho e forma
dos ninhos epiteliais, células invasoras com citoplasma eosinofilico e a presenga de
estroma desmoplasico (38). Cortes obliquos de NIV usual podem demonstrar ilhas
de células atipicas na derme, destacadas da epiderme, simulando invasdo. Porém,
em contraste com ilhas verdadeiramente invasivas, essas tém contornos lisos,

aspecto bulboso e nao ¢é identificada desmoplasia (15).

Em geral, o potencial de malignidade da NIV usual & considerado baixo em
comparagao a NIV diferenciada. Em contraste com a progressao para carcinoma
invasor, também foi descrita regressdo espontédnea da NIV usual, provavelmente
relacionada a uma melhora do estado imune da paciente (22).
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2.2.3 NIV diferenciada

A NIV diferenciada foi descrita inicialmente nos anos 60 como uma forma
altamente diferenciada de carcinoma “in situ” e designada como carcinoma
intraepitelial do tipo simplex. Em 1977 o termo “diferenciada” foi introduzido para
ressaltar as caracteristicas morfologicas altamente diferenciadas dessa entidade
(22).

Nao associada ao HPV, menos comum que a NIV usual, compreendendo
entre 2 a 5% dos casos de NIV, essa lesao (10) acomete mulheres em faixa etaria
mais avangada que a NIV usual, com média de 67 anos (22), e esta menos
associada ao tabagismo (25%). O envolvimento multifocal e multicéntrico de vagina
e colo é raro (18), a lesdo geralmente € unifocal e a quantidade de pele envolvida é
limitada (11). O potencial de progressao para carcinoma epidermoide invasor da NIV
diferenciada parece ser maior do que o da NIV usual (18) e ela é caracterizada como
uma lesdo altamente proliferativa, de rapida evolucdo (11). Isso se justifica pelo fato
dessa leséo ser frequentemente diagnosticada adjacente a carcinoma epidermoide
queratinizante HPV negativo e raramente diagnosticada sem estar associada ao
mesmo (39,40). O carcinoma epidermoide queratinizante ndo associado ao HPV é
de trés a quatro vezes mais comum que os carcinomas epidermoides associados ao
HPV (18).

A NIV diferenciada, ao contrario da NIV usual que € bem documentada, tem
recebido pouca atengao, pois apresenta dificuldade diagnodstica (40). Pode ser dificil
distingui-la histologicamente de uma lesdo vulvar benigna (como por exemplo,
dermatite crénica ou hiperplasia de células escamosas) ou até mesmo de epitélio
normal (39,40). Além disso, o tempo curto de progressao da NIV diferenciada para
carcinoma epidermoide (mais curto do que o da NIV usual) contribui para sua
raridade diagnostica (18,41). Muitos casos sao identificados retrospectivamente,
junto as margens de CE queratinizantes, frequentemente em continuidade com

liquen escleroso (18).

A NIV diferenciada apresenta caracteristicas histologicas muito mais sutis do
que as descritas para NIV usual. O principal achado da NIV diferenciada € a

presenca de queratindcitos atipicos anormais em um epitélio vulvar totalmente
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diferenciado (15). Histologicamente identifica-se atipia citologica na camada basal,
caracterizada por hipercromasia leve e hipercelularidade, acantose, alongamento e
anastomose dos cones interpapilares, falha de maturagdo e espongiose (26).
Observa-se hiperceratose, paraceratose e pontes celulares proeminentes. A maior
parte da epiderme é constituida por queratindcitos anormais, aumentados, com
nucleo vesicular e macronucléolo. O citoplasma € abundante e eosinofilico, com
formacgao de pérolas de queratina nos cones interpapilares (15,26). O diagnostico
diferencial histologico inclui psoriase, dermatite espongiotica e vulvite por candida
(34).

As pacientes com NIV diferenciada podem ter liquen escleroso associado,
especialmente aquelas que também desenvolveram CE (15).

Ja que a lesdo na maioria das vezes € unifocal, ao contrario da NIV usual, que
geralmente é multicéntrica, a ampla excis&o local provavelmente reduz o risco de

progresséo para CE (11).

2.3 Carcinoma epidermoide invasor

Os carcinomas epidermoides invasores, da mesma forma que as lesbes

precursoras, também podem ocorrer por duas diferentes vias (11,12,18,34).

Carcinomas epidermoides invasores vulvares associados a HPV oncogénicos
mucosos tendem a ocorrer em pacientes mais jovens. Geralmente pertencem aos
subtipos histolégicos condilomatoso (“warty”) ou basaldide e se desenvolvem a partir
de uma leséo ‘in situ” bem caracterizada, do tipo NIV usual (12). As lesGes muitas

vezes sao multifocais. Cerca de um terco dos CE vulvares estdo associados ao HPV

(11).

Os CE néo associados ao HPV geralmente ocorrem em mulheres mais velhas
(11,12). Esses tumores estao associados a um “background” de liquen escleroso ou

dermatoses inflamatorias (11,34). Nesses casos a lesdo precursora é a NIV

diferenciada, que, como discutido anteriormente, pode ser dificil de diferenciar
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histologicamente tanto de uma lesdo benigna (por exemplo, lesdo de natureza
inflamatoria) quanto de epitélio normal.

Os CE em geral caracterizam-se, histologicamente, por apresentarem invasao
da membrana basal, com crescimento epitelial irreqular no estroma, desmoplasia,
perda da polaridade celular e invasdo de espagos angiolinfaticos (34). As pacientes
podem apresentar lesdo vulvar pruriginosa, dolorosa ou associada a sangramento e,

ocasionalmente, com massa inguinal (18).

2.3.1 Padroes histolégicos mais comuns do carcinoma epidermoide invasor

- Carcinoma epidermoide invasor basaloide: associado ao HPV, apresenta
células com alta relacdo nucleo-citoplasmatica lembrando as células basais do
epitélio, crescimento coeso, lengdis interconectantes de células tumorais, maturagao

variavel, pouca queratinizagédo e pseudo-coilocitose (15,34).

- Carcinoma epidermoide invasor condilomatoso (“warty”): associado ao HPV,
exibe ninhos celulares bulbosos ou irregulares, frequente queratinizagcdo e

alteracdes coilociticas proeminentes (15).

- Carcinoma epidermoide invasor queratinizante: frequentemente associado a
NIV diferenciada e liquen escleroso, ndo associado ao HPV. Apresenta maturacao e
queratinizagcdo importantes, pérolas de queratina e auséncia de alteracbes
coilociticas (15).

De acordo com Del Pino et al. foi demonstrado que pode existir alguma
sobreposigao entre os tipos histolégicos e a associagdo com HPV, sendo que a
presenca de NIV diferenciada ou liquen escleroso na periferia de tumor € uma forte
evidéncia de sua natureza independente do HPV, enquanto o achado de NIV usual
favorece via associada ao HPV (15).

Existem outros tipos raros de CE relatados, tais como acantolitico, de células
fusiformes sarcomatoso ou com reagao fibromixoide estromal proeminente. De
acordo com Del Pino et al. (15), todas essas variantes sdo HPV negativas. Da
mesma forma, o carcinoma verrucoso, que inicialmente parecia estar associado a

HPV de baixo risco, recentemente foi demonstrado como nao associado ao HPV.
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2.4 p53

2.4.1 Aspectos gerais

Inumeros biomarcadores estdo sendo estudados no trato genital feminino,
nao s6 em vulva, mas também em colo e vagina. Dentre eles, estudos tém
demonstrado um potencial uso p53 para a identificacdo e classificagao de NIVs e

carcinomas epidermoides vulvares (1).

A alteracdo genética mais comum relacionada ao cancer em humanos € a
mutacdo do gene supressor de tumores p53 (42). O p53 é uma peca chave na
manutengao da integridade genémica (28), sendo responsavel por reconhecer danos
ao DNA e parar o ciclo celular nas fases G1 ou G2 para permitir que o reparo ao
DNA aconteca. Em estados em que a célula ndo esta exposta a estresse, a proteina
p53 é mantida em niveis basais baixos, exercendo poucas fun¢des. Entretanto, em
resposta a estresse, a ativagao do p53 leva a aumento dos niveis de proteinas e das
capacidades bioquimicas da célula. A ativagdo o p53 leva a alteragdes fenotipicas
que podem variar do aumento do reparo no DNA, a senescéncia e apoptose (43). A
inibicdo da sintese de DNA em replicacdo apos deteccdo de dano é fundamental
para evitar perpetuacdo de lesbes genéticas (44). A inativagdo do p53 € um
importante evento celular durante a carcinogénese (45). Existem diferentes

mecanismos moleculares que levam a inativacdo do p53.

Infecgao persistente com HPV de alto risco e integracédo do DNA do HPV ao
genoma da célula tem sido relacionada a etiologia das patologias pré-malignas e
malignas do trato genital inferior (46). As NIVs usuais e os carcinomas epidermoides
invasores dos tipos condilomatoso e basalbide sao positivos para HPV em torno de
80% dos casos testados por PCR. Em contraste, os carcinomas epidermoides
vulvares queratinizantes convencionais apresentam positividade para HPV em
apenas 13 a 16% dos casos (47). Os HPV associados a canceres anogenitais
codificam duas oncoproteinas, E6 e E7. Ambas formam ligagdes especificas a
proteinas reguladoras do hospedeiro. Produtos virais E6 e E7 interferem com duas
vias de regulacéo do ciclo celular. A oncoproteina E7 se liga ao produto do gene

supressor de tumor do retinoblastoma (pRB), com preferéncia pela forma ativa (ndo-
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fosforilada) do mesmo. As oncoproteinas E7 dos HPV de alto risco ligam-se ao pRB
com mais afinidade do que as oncoproteinas E7 dos HPV de baixo risco. HPV E7

inativa o pRB, o que resulta em superexpressdo de p16™K*

e hiperproliferacéo
celular (40). A oncoproteina E6 dos HPV de alto risco liga-se ao p53, levando a uma
disfungdo do mesmo e interferindo na interrupcdo do ciclo celular (11). Essa
interacao leva a supressao do p53 “in vitro”, o que provavelmente causa a baixa
detecgao do p53 em carcinomas de colo uterino. Células infectadas por HPV tém
niveis baixos de proteina p53 (48). Assim sendo, as oncoproteinas virais E6 e E7

tém um papel importante na carcinogénese.

Outro mecanismo envolvido na carcinogénese € a mutagdo do p53 que
funciona como “mutagdo dominante negativa”. A codificagdo com superexpressao
dos polipeptideos mutantes compromete a atividade do gene selvagem, inativando-o
(49). Frequentemente as mutagbes tém potencial oncogénico e meia-vida mais
longa, resultando em acumulo de p53 em células tumorais. O nivel de p53 em
células n&o transformadas € baixo e a meia-vida da proteina € curta (6 a 30
minutos). O aumento do nivel de p53 esta relacionado a perda do controle do
crescimento e imortalizag&o celulares (50). A superexpressao imuno-histoquimica de
p53 € sinbnimo de mutagdo, mas nem todas as mutagdes levam a uma
superexpressao do p53. Nesses casos, uma delecdo de funcdo pode ser o

mecanismo inicial, em vez de mutagdo dominante negativa (51).

Mutacgdes nos genes pRB e p53 sdo detectadas em linhagens de células de
carcinoma de colo uterino HPV negativas, mas n&do em linhagens de células HPV

positivas (52).

2.4.2 Imuno-histoquimica do p53 na patologia vulvar neoplasica

De acordo com Van der Avoort et al. (29) a alta expressao imuno-histoquimica
de p53 se correlaciona com a presenca de DNA aneuploide em lesdes vulvares. A
aneuploidia do DNA, segundo o mesmo autor, pode ocorrer nos estagios iniciais de

transformacao maligna.

O anticorpo imuno-histoquimico anti-p53 reage tanto com o tipo selvagem
quanto com as formas mutantes da proteina p53 (53). Assim, € esperada uma baixa
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marcacgao de p53 no epitélio vulvar normal. Nos casos em que ndo ha marcacéo do
p53 pode haver mutagdes negativas (“null mutations”) verdadeiras ou a mais rapida
degradacgéao do p53 pela ligacéo a proteina E6 do HPV (53).

Nos carcinomas epidermoides vulvares, a mutagdo com superexpressao do
p53 esta relacionada diretamente ao tipo queratinizante (54) e inversamente aos
tipos basaloide e condilomatoso (55). A via carcinogénica n&do associada ao HPV
apresenta positividade do p53 (3). Em exame imuno-histoquimico, o p53
frequentemente apresenta expressdo aumentada nas NIVs diferenciadas e
carcinomas epidermoides queratinizantes devido a acumulos celulares da proteina
p53 mutada (11). De acordo com Van de Avoort et al. (29) a marcagdo imuno-
histoquimica do p53 na NIV diferenciada tem uma percentagem média de cerca de
50% das células positivas, localizada no tergo inferior do epitélio com extensao
suprabasal. No liquen escleroso, por sua vez, a percentagem de células positivas
ndo ultrapassa 30%. A via carcinogénica associada ao HPV (NIV usual) é negativa
para p53. Assim, a avaliacdo da expressao imuno-histoquimica do p53 poderia ser
util para aumentar a deteccdo e auxiliar na confirmacdo do diagnéstico de NIV
diferenciada (11,56).

Figura 2. Marco conceitual esquematico da carcinogénese vulvar

VIA NAO IHQ: maior

5 NIV CE
ASSOCIADA AO expressao do it iad
HPV p53 Diterenciada Queratinizante
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IHQ: menor CE Basaloide
VIA QSSSC\IIADA expressao do NIV Usual . /
O HP 053 Condilomatoso

2.5 Aspectos intrigantes da carcinogénese vulvar

E paradoxal o fato de que, apesar da maioria das lesdes precursoras (NIVs)
estarem associada ao HPV, a maioria dos CE de vulva surge por uma via n&o
relacionada ao HPV (15).

As lesbGes precursoras da via carcinogénica mais comum, as NIVs
diferenciadas, sado provavelmente subdiagnosticadas, especialmente como les&o
isolada, pois apresentam uma curta fase intraepitelial e critérios histopatolégicos de
dificil aplicabilidade pelos patologistas (26,36,40).

A NIV diferenciada pode ser considerada um diagnostico dificil, tanto clinica
quanto histologicamente, existindo grande variabilidade interobservador (39,57).
Soma-se a essa dificuldade a maior probabilidade de evolugdo para carcinoma
invasor em curto espago de tempo, quando comparada a NIV usual (11,18). Além
disso, muitas lesbes previamente diagnosticadas histologicamente como liquen
escleroso provavelmente deveriam receber o diagnostico de NIV diferenciada (26).
Como a NIV diferenciada é subdiagnosticada, provavelmente também é subtratada.
Um reconhecimento melhor dessa lesdao por ginecologistas e patologistas poderia
oferecer oportunidade de prevenir alguns cénceres de vulva (58).

O uso da imuno-histoquimica poderia tornar mais facil o diagnostico de NIV
diferenciada (26), o que €& fundamental dada a relevancia dessa lesdo como
precursora do tipo de carcinoma mais comum na vulva: o carcinoma epidermoide

queratinizante n&o associado ao HPV (15,18,36).

Apesar dos casos de carcinoma epidermoide de vulva associados ao HPV nao

representarem a maioria dos casos, 0 mesmo nao é verdadeiro para os casos de
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NIV usuais classicas (associadas ao HPV) que representam a maioria das NIV

diagnosticadas (13,35).

Em vista dessa contradicdo na epidemiologia da doenga, ha claramente
necessidade de um melhor entendimento da carcinogénese vulvar, pois existe a
possibilidade de estar ocorrendo classificacdo errébnea de muitas lesées. Uma das
medidas propostas para o diagndéstico correto do subtipo de NIV é a utilizagdo de
meétodos auxiliares ao diagnostico histolégico para identificagao vias carcinogénicas.
Um desses métodos é a imuno-histoquimica, técnica amplamente empregada no dia
a dia dos laboratorios de anatomia patoldgica, que poderia ser utilizada para auxiliar
a estabelecer parédmetros objetivos de risco, alvos terapéuticos para novas drogas e
intervengdes e melhorar o processo de rastreamento de lesdes (1).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

- Realizar uma revisdo dos laudos anatomopatodlogicos de vulva fornecidos
pelo Servigco de Patologia do HCPA, reclassificando os mesmos de acordo com a
nomenclatura proposta pela ISSVD.

- Separar morfologicamente, apds revisdo diagnostica, as NIVs e os
carcinomas epidermoides em duas vias: associada e ndo associada ao HPV.

- Estudar as duas vias da carcinogénese vulvar através da correlagdo da
expressdo imuno-histoquimica do p53 com aspectos histopatoldégicos e dados

clinicos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a concordancia dos diagnoésticos fornecidos pelo Servigo de
Patologia do HCPA com os diagndsticos dos pesquisadores.

- Determinar a incidéncia, em nosso meio, do liquen escleroso, dos
condilomas acuminados, das NIVs e do carcinoma epidermoide invasor, com
especial énfase a NIV diferenciada.

- Determinar o perfil das pacientes estudadas utilizando dados coletados dos
prontuarios.

- Verificar se 0 uso imuno-histoquimico do p53 auxilia no diagndéstico de NIV
diferenciada.
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RESUMO

Introdugao: o carcinoma epidermoide invasor (CE) de vulva € uma doenga rara, que
corresponde a cerca de 3-5% dos tumores malignos do trato genital feminino e a
90% de todas as neoplasias primarias da vulva. Existem duas vias para o
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais (NIVs) e CE vulvar: uma via ndo
relacionada ao papilomavirus humano (HPV) e outra relacionada ao HPV, com
caracteristicas clinicas, patologicas e epidemiologicas distintas. Objetivos: estudar
as duas vias da carcinogénese vulvar, realizando correlagdo da expressdo imuno-
histoquimica do p53 com a histologia. Métodos: foi realizado estudo retrospectivo
de caso-controle com 76 casos. Esses foram reclassificados conforme a
terminologia da Sociedade Internacional para o Estudo das Doengas Vulvares
(ISSVD, 2004), tendo sido realizada imuno-histoquimica para p53 e revisdo de
dados clinicos. Resultados: foram identificados 26 casos normais, 15 casos da via
associada ao HPV (12 de NIV usual; 3 de CE condilomatoso) e 13 casos da via n&o
associada ao HPV (5 de NIV diferenciada; 8 de CE queratinizante). A expresséo do
p53 nas vias carcinogénicas apresentou diferengas significativas: na via nao
associada ao HPV o p53 apresentou maior percentagem de células coradas (>25%,
p<0,001), padrédo basal com extensdo ao terco médio para as NIV diferenciadas e
difuso ou infiltrativo para os CE (p<0,001). A via carcinogénica associada ao HPV
apresentou marcagao de p53 menos extensa (até 10% das células, p<0,001), com
padrao basal para as NIV usuais, sendo negativo para p53 nos CE condilomatosos
(p<0,001). Encontramos diferengas entre as idades (p<0,05), sendo que as
pacientes da via ndo associada ao HPV apresentaram média de 66 anos e as da via
associada, média de 44 anos. Conclusao: existe um padréo caracteristico, baseado
na histologia e expressdao do p53, que separa as lesdes vulvares em duas vias
carcinogénicas distintas. Propomos o uso rotineiro imuno-histoquimico do p53
simultaneo ao diagnostico histolégico em todos os casos de NIV e CE vulvar, pois
isso auxiliaria na definicAo da via carcinogénica, permitindo um melhor

acompanhamento clinico das pacientes.

Palavras chave: carcinoma epidermoide vulvar, neoplasia intraepitelial vulvar,

papilomavirus humano, p53, carcinogénese vulvar, imuno-histoquimica.
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INTRODUCAO

O CE vulvar € uma doencga rara, que corresponde a cerca de 3-5% dos
tumores malignos do trato genital feminino e a 90% de todas as neoplasias malignas
primarias da vulva (1). A incidéncia de CE de vulva vem aumentando nos EUA (2) e
Europa (3) e no Brasil € uma das mais altas do mundo, sendo Porto Alegre (RS)
uma das capitais com maior numero de novos casos (1). A carcinogénese vulvar ndo
é tdo diretamente associada ao HPV quanto a carcinogénese do colo uterino, onde
cerca de 100% dos CE sao associados ao HPV (4). Na vulva, cerca de 40% dos CE
apresentam essa associagcédo (5,6), sendo encontradas neoplasias intraepiteliais
vulvares (NIV) adjacentes ao CE em 50-70% dos casos (7). Fortes evidéncias
acumuladas demonstram que existem duas vias etiopatogénicas diferentes para o
desenvolvimento de NIV e CE wvulvar: uma nao relacionada ao HPV e outra
relacionada ao HPV (8,9), com diferentes caracteristicas clinicas, patolégicas e
epidemiologicas (7). A via ndo associada ao HPV ocorre em mulheres mais velhas e
leva ao CE queratinizante, frequentemente em um “background” de liquen escleroso
e NIV diferenciada. A via associada ao HPV ocorre em mulheres mais jovens, leva

ao CE basaloide ou condilomatoso e esta associada a NIV usual (8,9).

Via associada ao HPV - NIV usual: a epiderme é espessada, com
hiperparaceratose, perda da maturacdo celular com atipia nuclear em todas as
camadas do epitélio, multinucleagdo e numerosas mitoses, incluindo mitoses
atipicas. Atipias coilociticas podem estar ou n&o presentes. Envolvimento do epitélio
folicular dos anexos cutaneos e melanéfagos no derma papilar sdo caracteristicos
(7,10,11). Lesdes vulvares com alteragdes citopaticas relacionadas ao HPV e
displasia de baixo grau correspondem aos condilomas acuminados e assim devem

ser diagnosticadas, pois muito raramente, ou nunca, progridem para CE vulvar (7).

Via associada ao HPV - carcinoma epidermoide invasor basaloide e
condilomatoso: correspondem a 40% dos CE vulvares e cerca de 80-90% sao
associados ao HPV16 (10,12). O CE basaloide apresenta células com alta relagéo
nucleo-citoplasmatica, crescimento coeso, pouca queratinizacdo e pseudo-
coilocitose (7,10). O CE condilomatoso exibe ninhos celulares bulbosos ou

irregulares, frequente queratinizagéo e alteragdes coilociticas proeminentes (7).
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Via nao associada ao HPV - NIV diferenciada: compreende de 2 a 5% dos
casos de NIV, acomete mulheres em faixa etaria mais avangada que a NIV usual,
com meédia de 67 anos (13) e geralmente é unifocal (9,14). O potencial de
progresséo da NIV diferenciada parece ser maior do que o da NIV usual (14), sendo
caracterizada como uma lesdo que pode rapidamente evoluir para CE (9). A NIV
diferenciada apresenta dificuldade diagnostica (15,16), sendo considerada
precursora do CE queratinizante (14) e mais frequentemente diagnosticada
adjacente ao mesmo, em continuidade ao liquen escleroso (7). Identifica-se epitélio
acantotico bem diferenciado, pontes celulares proeminentes, queratindcitos atipicos
aumentados e hipercromaticos, com nucleo vesicular, macronucléolo, citoplasma
abundante e eosinofilico, localizados na camada basal. Vé-se alongamento e
anastomose dos cones interpapilares, falha de maturagdo, espongiose,
hiperceratose e paraceratose (7,17).

Via nao associada ao HPV - carcinoma epidermoide invasor
queratinizante: apresenta maturacdo e queratinizagdo, pérolas de queratina e

auséncia de alteracdes coilociticas (7).

Uso imuno-histoquimico do p53: a alteragdo genética mais comumente
relacionada ao cancer € a mutagado do gene supressor de tumores p53 (18), peca
chave na manutencgdo da integridade genémica, responsavel por reconhecer danos
ao DNA e interromper o ciclo celular nas fases G1 ou G2 para permitir o seu reparo.
Em resposta a estresse o p53 se torna ativado, o que leva a alteragdes fenotipicas
que podem variar do reparo ao DNA, a senescéncia e a apoptose (19). A inativagéo
do p53 é um importante evento celular durante a carcinogénese (20). A oncoproteina
E6 do HPV de alto risco liga-se ao p53, levando a uma disfungdo do mesmo e
interferindo na interrupcéo do ciclo celular (9). Células infectadas por HPV tém niveis
baixos de proteina p53 (21). Outro mecanismo envolvido na carcinogénese € a
mutacao do p53 com superexpressao dos polipeptideos mutantes comprometendo a
atividade e inativando o gene selvagem (22). Frequentemente as mutagdes tém
potencial oncogénico e meia-vida mais longa, resultando em acumulo de p53 em
células tumorais, 0 que esta relacionado a perda do controle do crescimento e
imortalizagdo celulares (23). A superexpressao imuno-histoquimica de p53 é

sinbnimo de mutacdo, mas nem todas as mutagdes levam a uma superexpressao do
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p53. Nesses casos, uma delecdo de funcdo pode ser o mecanismo inicial. O
anticorpo imuno-histoquimico anti-p53 reage tanto com o tipo selvagem quanto com
as formas mutantes. Ocorre uma baixa expressao de p53 no epitélio vulvar normal.
Casos de p53 negativo podem ocorrer por mutagbes negativas (“null mutations”)
verdadeiras ou pela rapida degradagao do p53 ligado a proteina E6 do HPV (24);
assim, a via carcinogénica associada ao HPV apresenta menor expressédo ou
negatividade para p53. A via carcinogénica nao associada ao HPV apresenta maior
expressdo do p53 devido a acumulos celulares da proteina mutada (9). Esse
marcador poderia ser utilizado para confirmagéo do diagnoéstico histolégico (9).

O objetivo deste trabalho foi analisar as duas vias da carcinogénese vulvar
através da correlacdo da expressao imuno-histoquimica do p53 com aspectos
histopatoldgicos e dados clinicos.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionadas, a partir do sistema de Aplicativos de Gestado Hospitalar
do HCPA (prontuario eletrbnico), pecas cirurgicas designadas como regido
anatbmica vulva e enviadas para anatomopatologico no Servigo de Patologia, entre
janeiro de 2007 e dezembro de 2011. Esses casos tiveram seus prontuarios
revisados, tendo sido registrados idade e ocorréncia de lesdes unicas ou multiplas,
essas ultimas caracterizadas como presenca de outras lesées nao continuas em
vulva, colo uterino, vagina ou regido perianal. Os casos foram revisados por
patologista pesquisador cego para o diagndéstico original e classificados de acordo
com a nomenclatura da ISSVD nas categorias: benigno, liquen escleroso, condiloma
acuminado, NIV usual, NIV diferenciada, CE queratinizante, CE basaloide, CE
condilomatoso. Foi realizada imuno-histoquimica para p53 em todos os casos
selecionados. Os casos de NIV e carcinoma foram separados em dois grupos: via
associada ao HPV e via ndo associada ao HPV (5,7,9,12,14,25,26).

Amostragem: a amostra incluiu casos de liquen escleroso, condiloma
acuminado, NIV e CE. Também foram incluidos os casos de pele normal ou com

minimas alteragbes benignas inespecificas para controle. Foram excluidos casos
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cujos diagndsticos nao estavam relacionados as vias carcinogénicas: nevo
melanocitico intradérmico, melanoma, cisto de Bartholin, vulvite herpética, trombose
vascular, molusco contagioso. Também foram excluidos casos cujo material
disponivel na bidpsia foi considerado exiguo para realizagcdo de exame imuno-

histoquimico e aqueles cujos blocos de parafina n&o foram localizados.

Imuno-histoquimica (IHQ): foi utilizado o anticorpo monoclonal de
camundongo anti-p53 [clone BP53-12-1] da Biogenex (Freemont, Canada) em
processamento manual no Laboratério do Centro de Pesquisa do HCPA. Apods
realizacao de novos cortes dos blocos de parafina, estes foram desparafinizados,
hidratados em concentragdes crescentes de etanol e colocados em solugao tampéo
salina de fosfato. O anticorpo foi diluido na propor¢cédo de 1:50 e usado apds pré
tratamento em microondas com tampé&o citrato de sodio pH 6,0 (Merck, Alemanha)
por 20 minutos e bloqueio da peroxidase enddgena por peroxido de hidrogénio a
10% por 10 minutos. Foi efetuada coloragdo com método ABC (complexo avidina-
biotina). Para contracoloragdo foi usada hematoxilina de Harris. Como controle
positivo foi usado carcinoma ductal infiltrante de mama p53 positivo.

Interpretacao dos resultados imuno-histoquimicos: foi realizada de forma
retrospectiva e cega para o diagnéstico anatomopatoldgico, de acordo publicagdo de
Hantschmann et al. (24), sendo usados como parametros para avaliagdo do p53:
intensidade, percentagem e padrao de expressdo. Para avaliagdo da intensidade da
coloragéo, foi usado o esquema da tabela 1. A percentagem de células positivas foi
estimada pela contagem de 200 células, sendo classificada em subgrupos de: 0%,
1-10%, 11-25%, 26-50% e maior que 50% (24). O padrédo de positividade foi
caracterizado como: difuso, basal ou infiltrativo, de acordo com a proposta de
Hantschmann et al. (24)

Analise estatistica: os resultados foram inseridos em tabelas do programa
Microsoft Excel 2010 (Microsoft, EUA). Os dados foram analisados no programa
Statistical Package for Social Sciences - verséo 20 (SPSS, Chicago, IL, EUA). Foram
usadas percentagens e médias para as estatisticas descritivas de frequéncias dos
diagnodsticos e avaliagdo de concordéncia entre diagnéstico revisado e original. O
teste de Kruskal-Wallis avaliou as categorias de intensidade e percentagem do p53.
A seguir, para comparagao entre os grupos foi realizado Teste de Dunn com
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corregcao de Bonferroni. A avaliacdo do padrdo do p53 foi realizada com o Teste
Exato de Fisher. Para comparacdes multiplas foi efetuado Teste Z com correcao de
Bonferroni. No estudo comparativo estatistico das vias carcinogénicas foi usado o
teste T para idades das pacientes, enquanto para comparacido da presenca de
lesbes unicas versus multiplas foi efetuado Teste Exato de Fisher. Na imuno-
histoquimica, para o padrao do p53 também foi realizado Teste Exato de Fisher,
enquanto no estudo da percentagem de intensidade foi utilizado Teste de Mann
Whitney. Foram considerados valores de p<0,05 como significativos.

RESULTADOS

Foram encontrados no total 162 casos de 2007 a 2011. Entre esses, 12%
(n=20) receberam originalmente diagndstico de CE, 17% (n=28) lesdo escamosa
intraepitelial de baixo grau (incluindo condiloma acuminado), 11% (n=18) de NIV alto
grau, 1% (n=2) melanomas, 28% (n=45) diagnodsticos benignos especificos
(incluindo liquen escleroso, herpes, molusco contagioso, cisto de Bartholin, entre
outros), 29% (n=46) benignos descritivos inespecificos, apenas 1% (n=2) material
insuficiente para diagnostico e 1% (n=1) mucosa sem alteragdes.

Para este estudo foram selecionados 76 exames, obtidos de 72 pacientes

com média geral de idade de 52 + 19 anos, variando entre 17 e 82 anos.

Os casos de CE corresponderam a 90% das malignidades vulvares no HCPA,
o que esta de acordo com a literatura (7). A nomenclatura utilizada pelos
patologistas em nosso meio ndo € homogénea, sendo aplicados para lesbes
neoplasicas invasoras e intraepiteliais de vulva os mesmos critérios utilizados para
diagnostico de lesbes do colo uterino. A concordéncia geral da nomenclatura apos
revisdo e aplicagdo da classificagdo da ISSVD foi de 57,9%, chegando a 0% nos
diagnosticos de NIV e CE. Separando-se os casos nas categorias benigno e
maligno, sem levar em conta a nomenclatura, a concordéncia foi de 94,7% com

relagéo a critérios morfolégicos de displasia e invasao.

Foram diagnosticados 25 casos benignos inespecificos (34% do total de
diagnosticos). As idades das pacientes variaram entre 30 e 82 anos (55 + 16 anos).
Houve discordancia em um diagnostico histoldgico, originalmente denominado lesédo

escamosa intraepitelial de baixo grau e reclassificado apds revisdo como alteragéo
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benigna. Esse caso foi negativo para p53. Entre os demais, 85% apresentaram
expressao de p53 em até 10% das células (n=22), entre os quais 7 foram negativos
e 15 apresentaram marcacao de 1-10%. Todos os casos com positividade até 10%
apresentaram padrdao basal. Quatro casos apresentaram intensidade 3, padrao
extenso de coloragdo e percentagem superior a 26% das células (com 2

apresentando mais de 50% das células positivas).

Foram identificados 8 casos de liquen escleroso (12% do total de
diagnosticos). N&o houve discordancia diagndstica. A média de idade das pacientes
foi de 61 + 15 anos e todas apresentavam lesdo unica. A marcagdo imuno-
histoquimica apresentou padrdao basal e percentagem maxima de até 10% de
células positivas em 7 de 8 casos (87,5%), sendo 1 caso negativo para p53. Cinco
dos 8 casos apresentaram intensidade 2 na marcacgao, trés casos apresentaram

intensidade 3.

Foram diagnosticados 15 casos de condiloma acuminado vulvar (20% do total
de diagnosticos), com 93% de concordancia diagnostica. A média de idade foi de 38
+ 16 anos. Apos revisdo do prontuario, 13 pacientes apresentavam descricdo mais
detalhada dos aspectos clinico-ginecologicos, dentre as quais 69% (n=9) tinham
relato de lesbes multiplas em trato genital e 31% (n=4) lesdes unicas. A coloragao de
p53 apresentou padrao basal em 100% dos exames. A percentagem foi até 10% em
93% dos casos. Cinco casos apresentaram intensidade 1 (33%), 8 intensidade 2
(53%) e 2 intensidade 3 (13%).

Foram diagnosticados 17 casos de NIV no total (22% do total de
diagnosticos). Dessas, 12 receberam diagnostico de NIV usual apos reviséo (16%
do total e 71% das NIVs), com média de idade de 45 + 17 anos, 67% (n=8)
apresentando lesdes unicas, 25% (n=3) lesdes multiplas e 8% (n=1) sem
informagdes disponiveis. Todos os casos foram originalmente diagnosticados como
lesdo escamosa intraepitelial de alto grau (NIV 3), o que levou a uma discordancia
de nomenclatura de 100%, apesar da concordancia de critérios diagnosticos para
displasia. O p53 apresentou marcacgdo restrita a basal em 100% dos exames,
intensidade 2 em 75% (n=9) dos casos, 3 em 17% (n=2) e 1 em 8% (n=1) (tabela 2).

Com relacdo a percentagem de células positivas, 75% (n=9) apresentaram
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positividade de até 10%, enquanto 17% (n= 2) de até 25% e 8% (n=1) até 50%
(figura 1).

Foram diagnosticados, apos revisao, 5 casos de NIV diferenciada (6% do total
e 29% das NIVs) (figura 2). Trés casos foram originalmente diagnosticados como
NIV3, enquanto dois casos foram identificados na margem de CE queratinizante, em
“‘background” de liquen escleroso. Originalmente ndo foi identificado nenhum caso
onde foi utilizada a nomenclatura de NIV diferenciada (100% de discordancia na
nomenclatura). A média de idade das pacientes foi de 57 + 22 anos. Na imuno-
histoquimica, 100% dos casos apresentaram padrdo de expressao com extensao

suprabasal, positividade forte e alta percentagem de células coradas (26-50%).

Foram diagnosticados 11 casos de CE (14% do total de diagnosticos). A
nomenclatura proposta pela ISSVD n&o foi utilizada em nenhum caso, porém nao
houve discordéncia com relagédo aos critérios de malignidade. Dentre os carcinomas
epidermoides, 8 foram classificados como CE queratinizante (figura 3),
compreendendo 73% dos casos de carcinoma (10% do total). A idade média das
pacientes foi de 75 +* 5 anos e todas possuiam lesdes unicas. Trés casos
apresentavam NIV diferenciada associada, sendo que desses, dois apresentavam
também liquen escleroso adjacente. Todos foram positivos para p53 com
intensidade maxima e positividade superior a 10%, sendo 75% (n=6) com
positividade maior que 26%. Nenhum caso apresentou padrao basal de marcacao e
75% apresentaram marcacao difusa ou infiltrativa.

Foram diagnosticados 3 casos de CE de tipo condilomatoso (“warty”)(figura
4), o que corresponde a 27% dos carcinomas e 4% do total de diagnosticos. A idade
meédia foi de 44 + 20 anos e 67% (n=2) foram negativos para p53. O caso positivo
apresentou pequena percentagem de células coradas (até 10%). Nao foi
diagnosticado nenhum CE de tipo basaloide na amostra.

Separando-se os casos de NIV e CE nas vias associada e ndo associada ao
HPV, encontramos 15 casos na via associada e 13 na via ndo associada ao HPV.
Na via associada ao HPV as pacientes tinham idade de 44 + 16 anos e na via nao
associada, 66 + 16 anos (p<0,05). Nao houve diferenga quanto ao numero de lesdes

(unicas ou multiplas) entre as vias (p=0,341) (tabela 3).
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Avaliando-se a expressdao de p53 nas vias associada ao HPV e nao
associada ao HPV, houve diferenga significativa na intensidade, onde 100% dos
casos da via n&do associada ao HPV apresentaram intensidade 3 (p=0,001). Na
percentagem também encontramos diferengas, sendo que as superiores a 26%
estavam relacionadas a via ndo associada ao HPV e as percentagens baixas de 0
até 10% estavam relacionadas a via associada ao HPV (p<0,001). O padrao basal
foi significativamente relacionado a via associada ao HPV, enquanto os padrdes de
extensdo suprabasal e difuso foram relacionados significativamente a via né&o
associada ao HPV (p<0,001) (tabela 4).

DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas as duas vias da carcinogénese vulvar atraves
da correlacdo da expressao imuno-histoquimica do p53 com aspectos
histopatolégicos e dados clinicos. Nos casos benignos nenhum falso-negativo para
displasia de alto grau ou malignidade foi encontrado. A expressdo do p53 foi
compativel com o esperado para pele normal de acordo com a literatura (24),
identificando-se intensidade fraca, padrao basal e percentagem de até 10%. Essa
marcagao corresponde a proteina p53 selvagem, ndo mutada, presente no epitélio
normal predominantemente na porgao basal (mitoticamente ativa) (24). Neste grupo,
a analise da imuno-histoquimica em quatro casos (16%) mostrou uma expresséo
com maxima intensidade, padrédo extenso além da basal e alta percentagem de
positividade. Apds revisdo dos prontuarios, foi verificado que essas pacientes
apresentavam carcinoma de vulva simultdneo em outra localizagcdo ou ja
diagnosticado previamente. Esse achado reforga a hipétese de que a mutagdo do
p53 € importante na carcinogénese vulvar (27), e sugere que a detecgado da mutagao
possa estar relacionada ao risco de desenvolver a doenga (24), o que ainda precisa

ser confirmado.

Apo0s revisdo das laminas, os diagnosticos originais de liquen escleroso foram
todos mantidos, sendo acrescentados dois casos novos identificados nas margens
de CE queratinizante, junto a NIV diferenciada. Semelhante ao encontrado na
literatura (28), a idade das pacientes foi 61 £ 15 anos e todas tinham lesdo unica. A
descrigao clinica de “lesdo em padrao de 8” envolvendo labios menores e anus néo

foi identificada, tampouco a associagdo de até 20% de envolvimento extragenital
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(28). A percentagem de células p53 positivas ndo excedeu 10%, enquanto na
literatura percentagem encontrada foi de 30% (29). Estudo prévio também
demonstrou que a marcagao imuno-histoquimica ficou restrita a camada basal com
25% dos casos negativos para p53 (24), enquanto na amostra estudada esses
casos corresponderam a 12,5%. De acordo com a literatura (29) a aneuploidia de
DNA se correlaciona com alta expressao de p53. Assim, os achados de baixa
expressao indicam um padrdo ndao mutado do p53 no liquen escleroso, o que
precisa ser confirmado por microdisseccdo do DNA.

Entre os diagndsticos originais, um caso foi diagnosticado como NIV1,
nomenclatura que deve ser abandonada (7). Esse caso, apoOs revisdo, foi
considerado alteragdo benigna e apresentou negatividade para p53. A maioria dos
casos restantes de alteragdes de baixo grau com presenga de atipias coilociticas foi
denominada condiloma acuminado, com exce¢ao de dois com diagndstico descritivo
de papiloma escamoso de etiologia viral. O uso de diagnostico descritivo n&o esta
preconizado em nenhuma das fontes estudadas (14,25), razdo pela qual, apesar de
morfologicamente correto (esses casos ndo foram considerados discordancia de
diagndstico, mas sim de nomenclatura), esse uso deve ser desencorajado. A
expressao do p53 foi 100% de padrao basal, 93% com até 10% de positividade e
53% de intensidade 2, de acordo com o esperado para uma lesao associada ao HPV
(24).

A NIV usual foi detectada em pacientes com média de 45 £ 17 anos, 0 que
esta de acordo com média de 40 anos descrita na literatura (10). Cerca de 40% das
pacientes apresentava doenca multicéntrica, enquanto na nossa casuistica
encontramos 25% de casos com relato de doenga em outros locais do trato genital
(10).

Os casos de NIV diferenciada corresponderam a 6% do total, apresentando
idade média de 57 + 22 anos e predominio de lesdo unica, o que esta de acordo
com a literatura (13,14). Nao foi possivel avaliar se o aspecto clinico correspondia a
quantidade limitada de pele envolvida, como descrito como descrito na literatura (9),
ja que a informacédo sobre o tamanho das lesbes n&o estava disponivel nos
prontuarios eletronicos. Neste estudo, 40% dos casos de NIV diferenciada estavam
localizados junto as margens de CE, semelhante a outro trabalho ja publicado (13).



44

Todos os casos de CE associados a NIV diferenciada foram do tipo queratinizante,
pois a NIV é considerada precursora desse subtipo especifico (14). A NIV
diferenciada tem recebido pouca atencdo por parte dos patologistas (16), pois
nenhum caso recebeu esse diagnostico originalmente. Apenas cinco casos foram
identificados apds revisdo, o que confirma a raridade desse diagndstico. A NIV
diferenciada, além de ser de dificil identificagdo histolégica, apresenta uma curta
fase intraepitelial evoluindo rapidamente para carcinoma invasor, o que dificultaria
sua deteccdo (16,17). Também foi possivel observar, nos casos das lesdes
associadas a CE queratinizante, a concomitancia de NIV diferenciada com liquen
escleroso (7,9,10) A hipotese de que a NIV diferenciada €& diagnosticada
erroneamente como lesdo benigna ou até mesmo epitélio normal (15,16) n&o foi
confirmada, ja que as pacientes haviam recebido originalmente o diagndstico de
NIV3. Em trabalho de revisdo (30) foram avaliados 60 casos com diagnostico de
liquen escleroso com progresséo para CE (“follow-up” minimo de 10 anos), dentre
os quais 42% (25 de 60) foram reclassificados como NIV diferenciada. E possivel
gue a auséncia de casos de liquen escleroso que tenham sido reclassificados como
NIV diferenciada na presente amostra seja devida ao numero pequeno de casos
estudados. A NIV diferenciada mostrou extens&o suprabasal e alta percentagem de
positividade de p53, enquanto a NIV usual apresentou padrdo basal e baixa
percentagem de positividade (p<0,05), o que esta de acordo com a literatura (7).

A média de idade para os pacientes com CE condilomatoso foi 44 + 20 anos,
enquanto as pacientes com CE queratinizante apresentaram média de 66 + 5 anos
(p<0,05), o que foi semelhante ao encontrado na literatura (8,9). Os casos da via
associada ao HPV corresponderiam a cerca de 40% dos CE (12), enquanto que na
casuistica estuda corresponderam a 27% do total. Além disto, duas das trés
pacientes com CE condilomatoso apresentaram relatos de lesdes multicéntricas,
com concomitancia de lesdes no colo uterino. Os casos de carcinoma queratinizante

corresponderam a maioria dos carcinomas, conforme o esperado (12).
CONCLUSOES

Comparando os diagnosticos de NIVs e CE, é possivel separa-los em duas
vias carcinogénicas com histologia, imuno-histoquimica e com idades no diagnostico

significativamente diferentes. Assim, a separagdo das vias carcinogénicas pode ser
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feita de forma simples no dia a dia do laboratério com o uso rotineiro do p53

simultaneo ao diagndstico histolégico em nos casos de NIV e CE.

Foi confirmado o paradoxo (6,7,11) de que a maioria das lesdes precursoras
pertence a via associada ao HPV, enquanto a maioria dos carcinomas epidermoides
pertence a via ndo associada ao HPV. Essa baixa incidéncia de carcinomas na via
associada ao HPV, apesar do elevado numero de lesbes precursoras, poderia ser
explicada pelo uso mais liberal da biopsia, o que contribuiria para o diagnostico
precoce e tratamento de lesdes iniciais que evoluiriam para CE (13). Outro fator
relevante é a facilidade para realizagdo do diagnostico histologico de NIV usual
comparativamente a NIV diferenciada.

Uma caracterizagcdo mais adequada das lesbes vulvares pré-malignas e
malignas é possivel e poderia melhorar o acompanhamento clinico, tornando-o mais
especifico para cada paciente ao separa-las em grupos de risco através do melhor
entendimento do seu processo carcinogénico. A imuno-histoquimica do p53
simultaneo ao diagnostico histolégico em todos os casos de NIV e CE deveria ser

feita como rotina, pois isso auxiliaria a definicdo diagndstica.
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Legendas
Tabela 1. Intensidade da coloragéo de p53.

Tabela 2. Expressao do p53 nas lesdes. NIV Difer: NIV diferenciada; Ca querat: CE
queratinizante;Ca “warty”: CE condilomatoso/"warty”; Bas: basal; BasExt: basal com
extensdo ao terco médio; Infiltr: infiltrante; Dif:difuso; Aus:ausente K-W: Teste de

Kruskal-Wallis; Fischer: Teste Exato de Fisher.
Tabela 3. Comparagédo das vias carcinogénicas quanto ao numero de lesdes.

Tabela 4. Expresséo do p53 nas vias carcingénicas. NIV Difer: NIV diferenciada; Ca
querat: CE queratinizante;Ca “warty”: CE condilomatoso/"warty”; Bas: basal; BasExt:
basal com extensao ao terco médio; Infiltr: infiltrante; Dif:difuso; Aus:ausente M-W:
Teste de Mann Whitney; Fischer: Teste Exato de Fisher

Figura 1. NIV usual. A) Displasia com falha de maturagéao e atipias em dois tergos do
epitélio. HE, 100X; B) Marcagéo basal. p53, 100 X.

Figura 2. NIV diferenciada. A) Atipias, espongiose e fusdo dos cones interpapilares,
HE, 100X; B) Marcacdo com extensao suprarabasal, p53, 100 X

Figura 3. Carcinoma epidermoide queratinizante. A) Ninhos de carcinoma invadindo
estroma. HE,100X; B) Expresséao difusa do p53 nos ninhos invasores. p53, 100X.

Figura 4. Carcinoma epidermoide condilomatoso. A) Atipias coilociticas em area
invasora. HE 400X. B) Auséncia de expressaodo p53. P53, 400X.



Tabela 1

Coloragao Intensidade
Nenhuma zero

Fraca 1

Média 2

Forte 3
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Tabela 2
p53 NIV usual NIV difer Ca querat Ca “warty” p
percentagem 0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66,7%) < 0,001*
1-10 9 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%)
11-25 1(8,3%) 0 (0%) 2 (25%) 0 (0%)
26-50 2 (16,7%) 5 (100%) 3 (37,5%) 0 (0%)
>50 0 (0%) 0 (0%) 3 (37,5%) 0 (0%)
intensidade 0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66,7%) 0,001*
1 1(8,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 7 (58,3%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%)
3 4(33,3%) 5 (100%) 5 (100%) 0 (0%)
Bas 12(100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
padrao BasExt 0 (0%) 5 (100%) 2 (25%) 0 (0%) <0,001**
Infiltr 0 (0%) 0 (0%) 3 (37,5%) 0 (0%)
Dif 0 (0%) 0 (0%) 3 (37,5%) 1(33,3%)
Aus 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66,7%)

* Kruskal-Wallis
** Teste Exato de Fisher



Tabela 3

53

Via Associada ao Via Nao Associada ao p
HPV HPV
Lesdes Unicas 9 (60%) 9 (69%) 0,0341*
Lesbes multiplas 5 (33%) 1 (8%)
Sem informacgdes 1(7%) 3 (23%)

guanto ao numero de
lesbes

* Teste Exato de Fisher
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Tabela 4
p53 Via Associada ao HPV  Via Nao Associada ao HPV p
percentagem 0 2 (13,3%) 0 (0%) <0,001*
1-10 10 (66,7%) 0 (0%)
11-25 1(6,7%) 2 (15,4%)
26-50 2 (13,3%) 8 (61,5%)
>50 0 (0%) 3 (23,1%)
intensidade 0 2 (13,3%) 0 (0%) 0,001*
1 1(6,7%) 0 (0%)
2 8 (53,3%) 0 (0%)
3 4 (26,7%) 13 (100%)
padrao Bas 12 (80%) 0 (0%) <0,001**
BasExt 0 (0%) 7 (53,8%)
Infiltr 0 (0%) 3 (23,1%)
Dif 2(13,3%) 3 (23,1%)
Aus 0 (0%) 0 (0%)

*Mann Whitney

**Teste Exato de Fisher
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Figura 3
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ABSTRACT

Introduction: Invasive squamous cell carcinoma (SCC) of the vulva is a rare
disease, accounting for approximately 3-5% of all malignant tumors of the female
genital tract and for 90% of all primary vulvar neoplasms. Two pathways exist for the
development of vulvar intraepithelial neoplasia (VIN) and vulvar SCC: a human
papillomavirus (HPV)-independent pathway and an HPV-related pathway, with
distinct clinical, pathological, and epidemiological characteristics. Objective: To
study the two pathways of vulvar carcinogenesis and correlate immunohistochemical
expression of p53 with histological findings. Methods: This case-control study
included 76 cases. Patients were reclassified in accordance with the 2004
International Society for the Study of Vulvovaginal Disease (ISSVD) Terminology,
followed by a review of clinical records and immunohistochemical staining for p53.
Results: Overall, 26 cases were normal, 15 were in the HPV-associated pathway (12
cases of usual VIN and three of warty SCC), and 13 were in the HPV-independent
pathway (5 cases of differentiated VIN and eight of keratinizing SCC). Significant
differences in p53 expression were observed between the two pathways of
carcinogenesis: in the HPV-independent pathway, the percentage of p53-positive
cells was greater (>25%, p<0,001), and the staining pattern was basal (extending
into the middle layer) in differentiated VIN and diffuse or infiltrative in SCC (p<0.001).
In the HPV-associated pathway, p53 staining was less extensive (£10% of cells,
p<0.001) and followed a basal pattern in usual VIN, whereas warty SCCs were
negative for p53 (p<0.001). Age-related differences were also present (p<0.05):
patients with HPV-independent disease had a mean age of 66 years, whereas those
with HPV-associated disease had a mean age of 44. Conclusion: Unique patterns of
histological appearance and p53 expression separate vulvar lesions into two distinct
pathways of carcinogenesis. We propose that p53 immunohistochemistry should be
performed simultaneously with histological examination in all cases of VIN and vulvar
SCC, as it would aid in definition of the pathway of carcinogenesis and thus enable
better clinical follow-up of patients with these conditions.

Keywords: squamous cell carcinoma of the vulva, vulvar intraepithelial neoplasia,

human papillomavirus, p53, vulvar carcinogenesis, immunohistochemistry.
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INTRODUCTION

Squamous cell carcinoma (SCC) of the vulva is a rare disease, accounting for
approximately 3-5% of all malignant tumors of the female genital tract and for 90% of
all primary vulvar neoplasms (1). The incidence of vulvar SCC has been increasing in
the United States (2) and Europe (3). The rate observed in Brazil is among the
highest in the world, and the city of Porto Alegre, state of Rio Grande do Sul, is one
of the state capitals with the largest number of cases (1). Vulvar carcinogenesis is
not as directly associated with HPV as cervical carcinogenesis, which is
approximately 100% HPV-mediated (4). Approximately 40% of vulvar SCCs are
HPV-associated (5,6), and vulvar intraepithelial neoplasia (VIN) is found adjacent to
SCCs in 50-70% of cases (7). Strong evidence suggests that two distinct
etiopathogenetic pathways exist for the development of VIN and vulvar SCC, one
HPV-independent and one HPV-related (8,9), with different clinical, pathological, and
epidemiological features (7). The HPV-independent pathway is found in older women
and leads to keratinizing SCC, often against a background of lichen sclerosus and
differentiated VIN. The HPV-associated pathway occurs in younger women, leads to

basaloid or warty SCC, and is associated with usual VIN (8,9).

HPV-associated pathway — usual VIN: the epidermis is thickened, with
hyper/parakeratosis, loss of cell maturation with nuclear atypia in all epithelial layers,
multinucleation, and numerous mitotic cells, including atypical mitoses. Koilocytotic
atypias may or may not be present. Involvement of the follicular epithelium of the skin
appendages and melanophages in the papillary dermis are characteristic (7,10,11).
Vulvar lesions showing HPV-related cytopathic changes and low-grade dysplasia
correspond to condyloma acuminata and should be diagnosed as such, as they very
rarely — if ever — progress to vulvar SCC (7).

HPV-associated pathway — basaloid and warty (condylomatous) invasive
SCC: these cancers account for 40% of vulvar SCCs and approximately 80-90% are
associated with HPV16 (10,12). Basaloid SCC features cells with a high nuclear-to-
cytoplasmic ratio, cohesive growth, little keratinization, and pseudo-koilocytosis
(7,10). Warty SCC is characterized by bulbous or irregular nests, frequent

keratinization, and prominent koilocytotic changes (7).
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HPV-independent pathway - differentiated VIN: accounts for 2-5% of all
cases of VIN and affects older women than usual VIN, with a mean age of 67 years
(13). Differentiated VIN is usually unifocal (9,14). The potential for progression of
differentiated VIN appears greater than that of usual VIN (14), and it can progress
quite rapidly to SCC (9). Differentiated VIN poses a diagnostic challenge (15,16); it is
considered a precursor of keratinizing SCC (14) and most commonly diagnosed
adjacent to it, continuous with lichen sclerosus (7). It features well-differentiated
acanthotic epithelium, prominent intercellular bridges, and enlarged, hyperchromatic
keratinocytes with vesicular nuclei, macronucleoli, and abundant, eosinophilic
cytoplasm in the basal layer. There is elongation and anastomosis of the rete ridges,
failure of maturation, spongiosis, hyperkeratosis, and parakeratosis (7,17).

HPV-independent pathway - keratinizing invasive SCC: associated with

maturation and keratinization, keratin pearls, and absence of koilocytotic changes

(7).

Immunohistochemical staining for p53: the genetic abnormality most
commonly associated with cancer is a mutation in the TP53 gene, which encodes the
tumor suppressor protein p53 (18). A key player in the maintenance of genomic
integrity, p53 is responsible for recognizing DNA damage and halting the cell cycle at
phase G1 or G2 to enable repair. In response to stress, p53 becomes activated,
which triggers phenotypic changes ranging from DNA repair through senescence to
apoptosis (19). Inactivation of p53 is an important cell event in the process of
carcinogenesis (20). The E6 oncoprotein of high-risk HPV binds to p53 and leads to
p53 dysfunction, interfering with its ability to interrupt the cell cycle (9). HPV-infected
cells exhibit low levels of p53 protein (21). Another mechanism involved in
carcinogenesis is a p53 mutation with overexpression of mutant polypeptides,
jeopardizing activity and inactivating the wild-type gene (22). Mutations often have
oncogenic potential and an extended half-life, leading to accumulation of p53 in
tumor cells, which is associated with loss of growth control and cellular
immortalization (23). Immunohistochemical overexpression of p53 is synonymous
with mutation, but not all mutations lead to p53 overexpression. In these cases,
functional deletion may be the initial event. Immunohistochemical anti-p53 antibodies

react both with wild-type and with mutant p53. Expression of p53 in normal vulvar
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epithelium is low. Complete p53 negativity may be the result of true null mutations or
of rapid degradation of HPV EG6 protein-bound p53 (24); therefore, p53 expression is
low or absent in the HPV-associated carcinogenesis pathway. In the HPV-
independent pathway, p53 expression is greater due to intracellular buildup of the
mutated protein (9). This marker can be used for confirmation of histological

diagnosis (9).

The objective of the present study was to assess the two pathways of vulvar
carcinogenesis by correlating immunohistochemical expression of p53 with

histopathological findings and clinical data.

MATERIALS AND METHODS

Surgical specimens labeled as being from the anatomical region of the vulva
and sent for histopathological examination at the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) Pathology Service between January 2007 and December 2011 were
selected from the HCPA electronic medical records system. The charts for each
selected case were reviewed for data such as patient age and presence of single or
multiple lesions, the latter recorded as presence of noncontinuous lesions in the
vulva, cervix, vagina, or perianal region. Cases were reviewed by a pathologist
blinded to the original diagnosis and classified in accordance with the International
Society for the Study of Vulvovaginal Disease (ISSVD) Terminology as follows:
benign, lichen sclerosus, condyloma acuminata, usual VIN, differentiated VIN,
keratinizing SCC, basaloid SCC, or warty SCC. Immunohistochemical staining for
p53 was performed on all selected specimens. Cases of VIN and carcinoma were
separated into two groups: HPV-associated pathway and HPV-independent pathway
(5,7,9,12,14,25,26).

Sampling: the sample included cases of lichen sclerosus, condyloma
acuminata, VIN, and SCC. Specimens with normal skin or minimal benign,
unspecified changes were also included as controls. Cases with a diagnosis not
related to the two vulvar carcinogenic pathways of interest — intradermal melanocytic

nevus, melanoma, Bartholin’s cyst, herpes wvulvitis, vascular thrombosis, and
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molluscum contagiosum — were excluded, as were specimens that did not yield
sufficient material for immunohistochemical examination and those for which

archived paraffin blocks were unavailable.

Immunohistochemistry (IHC): the mouse anti-p53 monoclonal antibody
[BP53-12-1 clone] from Biogenex (Freemont, Canada) was used for manual
immunohistochemical processing at the HCPA Research Center laboratory. New
slices were obtained from the archived paraffin blocks, deparaffinized, hydrated in a
graded ethanol series, and placed in phosphate-buffered saline solution. The
antibody was diluted to a concentration of 1:50 and used after microwaving with
sodium citrate buffer (pH 6.0, Merck, Germany) for 20 minutes blockade of
endogenous peroxidase activity with 10% hydrogen peroxide for 10 minutes. The
specimens were stained with the ABC (avidin-biotin complex) method and
counterstained with Harris hematoxylin. Samples of p53-positive infiltrative ductal

carcinoma of the breast were used as a positive control.

Interpretation of IHC findings: IHC findings were interpreted retrospectively
and blindly to histopathological diagnosis, as proposed by Hantschmann et al. (24).
The following parameters were employed for assessment of p53 staining: intensity,
percentage of stained cells, and pattern of expression. Intensity of staining was
assessed using the scale in Table 1. The percentage of positive cells was estimated
by counting 200 cells and classified into subgroups of 0%, 1-10%, 11-25%, 26-50%,
and >50% (24). The pattern of p53 staining was characterized as diffuse, basal, or

infiltrative, again as proposed by Hantschmann et al. (24)

Statistical analysis: the results were entered into Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corporation, Redmond, WA) spreadsheets. Data were analyzed in IBM
SPSS Statistics 20 (IBM Corporation, Armonk, NY). The distribution of diagnoses
and agreement between original and revised diagnoses were expressed as
descriptive statistics (percentages and means). The Kruskal-Wallis test was used to
assess p53 staining intensity and percentage of p53-positive cells. Between-group
comparisons were then carried out by means of the Bonferroni-Dunn method. A Z-
test with Bonferroni correction was used for multiple comparisons. For comparative
statistical analysis of the two pathways of vulvar carcinogenesis, the t-test was used
for analysis of patient age, whereas Fisher’s exact test was used for comparison of
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single versus multiple lesions. Fisher’s test was also used for analysis of p53 staining
patterns, and the Mann—Whitney U test for assessment of percent staining intensity.
The significance level was set at p<0.05.

RESULTS

Overall, 162 cases were identified between 2007 and 2011. Of these, 12%
(n=20) were originally diagnosed as SCC, 17% (n=28) as low-grade squamous
intraepithelial lesions (including condyloma acuminata), 11% (n=18) as high-grade
VIN, 1% (n=2) as melanoma, 28% (n=45) as specific benign lesions (including lichen
sclerosus, herpes, molluscum contagiosum, Bartholin’s cyst, etc.), and 29% (n=46)
as nonspecific benign lesions, and 1% as unchanged normal mucosa. Only 1% of
specimens (n=2) yielded insufficient material for diagnosis.

A total of 76 specimens, obtained from 72 patients with a mean age of 52 + 19
years (range, 17-82 years), were selected for the purposes of this study.

SCC accounted for 90% of all vulvar malignancies in the HCPA sample, which
is consistent with the literature (7). The nomenclature used by Brazilian pathologists
is heterogeneous; the same criteria used for diagnosis of cervical lesions are
employed for assessment of invasive neoplasms and intraepithelial lesions of the
vulva. Overall agreement with the nomenclature after review and application of the
ISSVD classification was 57.9%; in diagnoses of VIN and SCC, there was 0%
agreement. After separating cases as benign or malignant, without taking
nomenclature into account, there was 94.7% agreement regarding morphological
criteria for dysplasia and invasion.

Overall, 25 cases of benign, nonspecific lesions were diagnosed (34% of
total). Patient age ranged from 30 to 82 years (mean, 55 + 16 years). There was
disagreement with one histological diagnosis, which was originally labeled as low-
grade squamous intraepithelial lesion and revised to a diagnosis of benign lesion.
This case was negative for p53. Of the remaining cases, 85% had p53 expression in
up to 10% of cells (n=22); of these, seven were negative and 15 had 1-10% of cells
positive for p53. All cases with <10% positivity had a basal staining pattern. Four
cases had a staining intensity of 3, an extensive staining pattern and >26% positive

cells (>50% in two cases).
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Eight cases of lichen sclerosus were identified, accounting for 12% of all
diagnoses. There was no diagnostic disagreement. Mean patient age was 61 + 15
years and all patients had a single lesion. Immunohistochemical staining showed a
basal pattern and up to 10% positive cells in seven of eight cases (87.5%); one case
was negative for p53. Staining intensity was grade 2 in five of the eight cases and

grade 3 in the remaining three cases.

A total of 15 cases of vulvar condyloma acuminata were diagnosed,
accounting for 20% of all diagnoses, and with a diagnostic agreement rate of 93%.
Mean patient age was 38 + 16 years. On chart review, 13 patients had a detailed
description of clinical and gynecological features, and nine (69%) had a history of
multiple genital lesions, whereas four (31%) had single lesions. Staining for p53 had
a basal pattern in 100% of specimens, and the percentage of p53-positive cells was
10% or less in 93% of cases. Staining intensity was grade 1 in five cases (33%),

grade 2 in eight cases (53%), and grade 3 in two cases (13%).

Seventeen cases of VIN were diagnosed, accounting for 22% of all diagnoses.
Of these, 12 were diagnosed only after review of specimens (16% of all cases and
71% of VINs). Mean patient age was 45 = 17 years, 67% (n=8) had single lesions,
25% (n=3) had multiple lesions, and 8% (n=1) had no available date on number of
lesions. All cases were originally diagnosed as high-grade squamous intraepithelial
lesions (VIN 3), which led to a 100% rate of disagreement with the Ilatest
nomenclature, despite agreement with the criteria for diagnosis of dysplasia. Staining
for p53 was restricted to the basal layer in 100% of specimens. Staining intensity was
grade 2 in 75% of cases (n=9), grade 3 in 17% (n=2), and grade 1 in 8% (n=1) (Table
2). The percentage of p53-positive cells was 10% or less in 75% of cases (n=9), up
to 25% in 17% of cases (n=2), and up to 50% in only 8% of cases (n=1) (Figure 1).

Five cases of differentiated VIN were diagnosed after review of specimens
(6% of all diagnoses and 29% of VINs) (Figure 2). Three vases had originally been
diagnosed as VIN 3, whereas two were identified in the margins of a keratinizing
SCC, on a background of lichen sclerosus. Originally, the ISSVD term “differentiated
VIN” was not used in any cases (100% disagreement with the nomenclature). Mean

patient age was 57 + 22 years. On immunohistochemical assessment, 100% of
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cases had p53 staining extending suprabasally, strong staining intensity, and a high
percentage of positive cells (26-50%).

Eleven cases of SCC were diagnosed, accounting for 14% of all diagnoses.
The ISSVD proposed nomenclature was not used in any case, but there was no
disagreement with the latest criteria for malignancy. Of the 11 cases of SCC, eight
were classified as keratinizing SCC (Figure 3), which thus accounted for 73% of all
carcinomas and 10% of all diagnoses. Mean patient age was 75 + 5 years and all
patients had single lesions. Three cases has comorbid differentiated VIN, and two of
these had adjacent lichen sclerosus as well. All were positive for p53 with maximum
staining intensity and at least 10% positive cells; in 75% of cases (n=6), over 26% of
cells were positive. The staining pattern was never basal, and the diffuse or
infiltrating patterns were found in 75% of cases.

Three cases of warty (condylomatous) SCC were diagnosed (Figure 4), thus
accounting for 27% of SCCs and 4% of all diagnoses. Mean patient age was 44 + 20
years and 67% of specimens (n=2) were negative for p53. The sole positive
specimen had a small percentage of stained cells (<10%). No cases of basaloid SCC
were diagnosed in the study sample.

By stratifying cases of VIN and SCC into the HPV-associated and HPV-
independent pathways, we found 15 cases in the former and 13 cases in the latter. In
the HPV-associated pathway, the mean patient age was 44 + 16 years, versus 66 +
16 years in the HPV-independent pathway (p<0.05). There were no differences
between the pathway in the number of lesions (single or multiple) (p=0.341) (Table
3).

Assessment of p53 expression in the HPV-associated and HPV-independent
pathways showed a significant difference in staining intensity: 100% of cases in the
HPV-independent pathway had a staining intensity of 3 (p=0.001). Differences were
also observed in percentage of p53-positive cells, with >26% positivity most common
in the in the HPV-independent pathway and low percentages (0-10%) related to the
HPV-associated pathway (p<0.001). A basal pattern of staining was significantly
associated with the HPV pathway, whereas the suprabasal and diffuse staining



68

patterns were significantly associated with the HPV-independent pathway (p<0.001)
(Table 4).

DISCUSSION

This study analyzed the two pathways of vulvar carcinogenesis by correlating
immunohistochemical expression of p53 with histopathological findings and clinical
data. There were no false-negative diagnoses of high-grade dysplasia or malignancy
among the cases determined to be benign. Expression of p53 was consistent with
that expected for normal skin as reported in the literature (24), with weak staining, a
basal pattern, and up to 10% p53-positive cells. This staining corresponds to the
wild-type, unmutated p53 protein present in normal epithelium, predominantly in the
mitotically active basal layer (24). In four cases in this group (16%),
immunohistochemical analysis revealed maximum intensity of p53 expression,
staining extending beyond the basal layer, and a high percentage of p53-positive
cells. A chart review showed that these patients had simultaneous vulvar carcinoma
in another location or a previous history of vulvar carcinoma. This finding strengthens
the hypothesis that p53 mutations play an important role in vulvar carcinogenesis
(27), and suggests that the presence of such mutation may be associated with a risk

of developing vulvar cancer (24), an association that has yet to be confirmed.

After a review of slides, all original diagnoses of lichen sclerosus were
confirmed, and two additional cases, observed in the margins of keratinizing SCC
amid differentiated VIN, were identified. As reported in the literature (28), mean
patient age was 61 + 15 years and all had single lesions. There were no reports of
“figure-of-eight” lesions involving the labia minora and anus as noted elsewhere, and
comorbid extragenital involvement — reported as occurring in up to 20% of cases (28)
— was not identified in our sample. The percentage of p53-positive cells never
exceeded 10%, whereas in the literature, this percentage has been reported as 30%
(29). A previous study also demonstrated that immunohistochemical staining was
restricted to the basal layer, with 25% of cases being altogether negative for p53
(24), whereas in our sample, only 12.5% of cases were p53-negative. According to
the literature (29), DNA aneuploidy correlates with high p53 expression. Therefore,
low expression is indicative of a nonmutated p53 pattern in lichen sclerosus, which
has yet to be confirmed by DNA microdissection.
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Among the original diagnoses, one case was diagnosed as VIN 1, a
classification that should be abandoned (7). This diagnosis was revised and deemed
benign, and the specimen was p53-negative. Most of the remaining cases of low-
grade changes with koilocytotic atypias were diagnosed as condyloma acuminata,
except for two cases given the descriptive diagnosis of “squamous papilloma of viral
etiology”. Descriptive diagnosis is not recommended by any of the sources reviewed
for this purpose (14,25); therefore, despite being morphologically correct (these
cases, for instance, were classified not as diagnostic disagreement, but as
noncompliance with the nomenclature), this practice should be discouraged. Among
these specimens, 100% had a basal pattern of p53 expression, 93% had 10% p53-
positive cells or less, and 53% had grade 2 staining intensity. This is consistent with
what would be expected of an HPV-associated lesion (24).

Usual VIN was detected in patients with a mean age of 45 + 17 years, which is
consistent with the mean age described in the literature (40 vyears) (10).
Approximately 40% of patients reported in the literature have multicentric disease,
whereas in the sample reported herein, 25% of patients had involvement of other
sites of the genital tract (10).

Differentiated VIN accounted for 6% of all cases in our sample; mean age was
57 + 22 years and single lesions were predominant, which is consistent with the
literature (13,14). We could not assess whether the clinical appearance
corresponded to the limited area of skin involved, as described in the literature (9),
because no information on lesion size was available from patients’ electronic medical
records. In the present study, 40% of differentiated VINs were found adjacent to SCC
margins, as reported in a previous study (13). All cases of SCC associated with
differentiated VIN were of the keratinizing type, as expected, since VIN is considered
a precursor of this specific subtype of vulvar SCC (14). Differentiated VIN has
received little attention from pathologists (16); accordingly, none of the cases
detected in this sample had originally been diagnosed as such. Only five cases were
identified after a review of slides, which confirms the rarity of this diagnosis. As well
as posing a diagnostic challenge on histopathological examination, differentiated VIN
has a very brief intraepithelial phase, progressing quickly to invasive carcinoma,
which would further hinder its detection (16,17). In cases associated with keratinizing
SCC, concomitant occurrence of differentiated VIN and lichen sclerosus has also
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been observed (7,9,10) The hypothesis that differentiated VIN is often misdiagnosed
as benign changes or even as normal epithelium (15,16) was not borne out in this
study, as the patients with this condition had originally received a diagnosis of grade
3 VIN. A recent review (30) assessed 60 cases diagnosed as lichen sclerosus
progressing to SCC (minimum 10-year follow-up), 42% of which (25 of 60) were
reclassified as differentiated VIN. The absence of cases of lichen sclerosus
reclassified as differentiated VIN in the present sample may be due to the small
sample size. Differentiated VIN was associated with suprabasal extension and a high
percentage of p53 positivity, whereas usual VIN was associated with a basal staining
pattern and a low percentage of positive cells (p<0.05), which is in agreement with
the literature (7).

The mean age of patients with warty SCC was 44 + 20 years, and that of
patients with keratinizing SCC (p<0.05), 66 + 5 years, which was consistent with the
literature (8,9). The HPV-associated pathway was expected to account for
approximately 40% of SCCs (12); the actual figure in our sample was 27%.
Furthermore, two of the three patients with warty SCC had multicentric lesions, with
concomitant cervical lesions. As expected, keratinizing carcinoma accounted for
most cases of SCC (12).

CONCLUSIONS

Comparison of diagnoses of VIN and vulvar SCC shows that these conditions
can be separated by histological findings, immunohistochemistry, and by significantly
different distributions of patient age at diagnosis into two pathways of carcinogenesis.
Hence, stratification of cases by pathway of carcinogenesis can easily be
accomplished in the daily practice of the clinical pathology laboratory by incorporating
routine use of p53 staining simultaneously with histological diagnosis for all cases of
VIN and vulvar SCC.

The findings presented herein confirm the paradox (6,7,11) that most
precursor lesions are in the HPV-associated pathway, whereas most SCCs belong to
the HPV-independent pathway. This low incidence of carcinomas in the HPV-
associated pathway, despite the large number of precursor lesions, might be

explained by a more liberal use of biopsy, which would contribute to early diagnosis
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and treatment of lesions that would otherwise progress to SCC (13). Another relevant
factor is the ease of establishing a histological diagnosis of usual VIN as compared
with differentiated VIN.

Better characterization of premalignant and malignant vulvar lesions is
possible and could improve clinical follow-up, making it more patient-specific by
stratifying cases into risk groups defined by a better understanding of vulvar
carcinogenesis. Immunohistochemical assessment of p53 expression performed
simultaneously with histological diagnosis of VIN and SCC should be a routine
component of the diagnostic workup for all patients in whom these conditions are

suspected, as it would help establish a definitive diagnosis.
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Figure Legends
Table 1. Intensity of p53 staining.

Table 2. Patterns of p53 expression in the examined lesions. Basal/Ext: basal pattern
of expression extending into the middle layer.

Table 3. Distribution of the number of lesions by pathway of carcinogenesis.

Table 4. Distribution of p53 expression patterns by pathway of carcinogenesis.
Basal/Ext: basal pattern of expression extending into the middle layer.

Figure 1. Usual VIN. A) Dysplasia, characterized by failure of maturation and atypias
in two-thirds of the epithelium. H&E stain, 100x original magnification. B) Basal

staining. p53 stain, 100x original magnification.

Figure 2. Differentiated VIN. A) Atypias, spongiosis, and fusion of rete ridges. H&E
stain, 100x original magnification. B) Immunohistochemical staining showing

suprabasal extension. p53 stain, 100x original magnification.

Figure 3. Keratinizing squamous cell carcinoma. A) Carcinomatous nests invading
the stroma. H&E stain, 100x original magnification. B) Diffuse p53 expression in the
invasive nests. p53 stain, 100x original magnification.

Figure 4. Warty squamous cell carcinoma. A) Koilocytotic atypias in a background of
invasive disease. H&E stain, 400x original magnification. B) Absence of p53
expression. p53 stain, 100x original magnification.



Table 1
Staining Intensity
None zero
Weak 1
Medium 2
Strong 3
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Table 2
p53 VIN, usual VIN, SCC, SCC, warty  p-value
differentiated keratinizing
percentage 0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66.7%) < 0.001*
1-10 9 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (33.3%)
11-25 1(8.3%) 0 (0%) 2 (25%) 0 (0%)
26-50 2 (16.7%) 5(100%) 3 (37.5%) 0 (0%)
>50 0 (0%) 0 (0%) 3 (37.5%) 0 (0%)
intensity 0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66.7%) 0.001*
1 1(8.3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 7 (58.3%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33.3%)
3 4(33.3%) 5(100%) 5 (100%) 0 (0%)
Basal 12(100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
pattern Basal/Ext. 0 (0%) 5(100%) 2 (25%) 0 (0%) <0.001**
Infiltrative 0 (0%) 0 (0%) 3 (37.5%) 0 (0%)
Diffuse 0 (0%) 0 (0%) 3 (37.5%) 1 (33.3%)
Absent 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66.7%)

* Kruskal-Wallis
** Fisher’'s exact test



Table 3
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HPV-associated

HPV-independent p-value
pathway pathway
Single lesion 9 (60%) 9 (69%) 0.0341*
Multiple lesions 5 (33%) 1 (8%)
No data on number of 1(7%) 3 (23%)

lesions

* Fisher’s exact test
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Table 4
p53 HPV-associated HPV-independent p
percentage 0 2 (13.3%) 0 (0%) < 0.001*
1-10 10 (66.7%) 0 (0%)
11-25 1(6.7%) 2 (15.4%)
26-50 2 (13.3%) 8 (61.5%)
>50 0 (0%) 3(23.1%)
intensity 0 2 (13.3%) 0 (0%) 0.001*
1 1(6.7%) 0 (0%)
2 8 (563.3%) 0 (0%)
3 4 (26.7%) 13 (100%)
pattern Basal 12 (80%) 0 (0%) < 0.001**
Basal/Ext. 0 (0%) 7 (53.8%)
Infiltrative 0 (0%) 3 (23.1%)
Diffuse 2(13.3%) 3(23.1%)
Absent 0 (0%) 0 (0%)

*Mann-Whitney U
**Fisher’s exact test
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Figure 2
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Figure 3
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Unindo-se os achados imuno-histoquimicos com aspectos histopatologicos e
dados clinicos, confirma-se o esperado na literatura: existe um padrao caracteristico
que separa as lesbes vulvares em duas vias carcinogénicas distintas. Essa
diferenciagdo observada na amostra dos casos do Servigo de Patologia do HCPA
evidencia que os achados da literatura mundial sédo reprodutiveis em nosso meio e a
separagao das vias carcinogénicas pode ser feita de forma simples, facil e rapida,
podendo ser realizada no dia a dia do laboratério. Para tanto, ndo sdo necessarios
novos recursos além daqueles ja existentes: histologia, informagdes clinicas e teste

imuno-histoquimico com anticorpo ja disponivel e de amplo uso.

E necessario, porém, um treinamento dos patologistas do Servico apenas
quanto ao uso dos critérios propostos para utilizagdo da classificagdo morfologica da
ISSVD, ja que nao foi observada apds revisdo nenhuma falha significativa quanto
aos diagndsticos morfologicos gerais de benignidade, inflamagao crénica, displasia e

invasao.

Propomos o uso rotineiro do p53 simultdneo ao diagndstico histolégico em
todos os casos de NIV e CE, pois isso auxiliariana definicdo da via carcinogénica.

Uma caracterizagcdo mais adequada das lesbes vulvares pré-malignas e
malignas é possivel e poderia melhorar o acompanhamento clinico, tornando-o mais
especifico para cada paciente ao separa-las em grupos de risco através do melhor
entendimento do seu processo carcinogénico. Estratégias para fortalecer essa
caracterizagao poderiam incluir ainda a detecg¢ao da presenca do HPV pelo teste de
CISH, o que pretendemos estudar nos nossos casos num proximo trabalho. Além
disso, permanece a necessidade da realizagdo estudos prospectivos de longo prazo
associados a microdisseccdo e analise do DNA para detectar a presenca de
mutacdo do p53 em epitélio vulvar n&o neoplasico com alteragbes benignas
inespecificas e/ou doenga inflamatodria cronica, e se esse achado pode significar

fator de risco para desenvolvimento de carcinoma epidermoide.



