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Resumo da Dissertagcéao

Introduc&o: Um aumento de cerca de 14% na incidéncia do carcinoma de células
escamosas (CEC) de vulva em mulheres mais jovens tem sido demonstrado. O CEC de
vulva relacionado ao papilomavirus humano (HPV) apresenta expressao de pl6 e parece
ter melhor progndstico. A p53 anormalmente expressa e 0 PDL1 estdo presentes nos
casos ndo associados ao HPV. Objetivos: Avaliar correlagdo entre os marcadores
imunohistoquimicos pl16, p53 e PDL1 no CEC de wvulva e sua relagio com
caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas. Material e métodos: Foi realizada uma
revisdo histopatoldgica de 41 laminas de CEC de vulva, coletadas entre 2016 e 2021.
Em seguida, foram realizadas reag6esimunohistoquimicas com anticorpos para p16, p53
e PDL1. O resultado foi correlacionado com as caracteristicas clinicas e
anatomopatologicas da doenca. Resultados: A média de idade das pacientes foi de
72,1 anos. O pl6 foi positivo em 24,4% dos casos, e o PDL1 foi positivo em 17,1%. O
p53 estavaausente em 19,5% das amostras e superexpresso em 24,4% dos casos. Houve
correlacdo entre a profundidade da invasdo tumoral e a expressdo de pl16 e p53. Casos
positivos para pl6 apresentaram menor profundidade de invasdodo que 0s negativos
(2,2 mm versus 1,8 mm) (p= 0.014). A media da profundidade de invasdo foi maior
nos casos de expressdo alterada do p53 (1,9 mm versus 1,4 mm) (p= 0.041). A
correlacdo entre a expressdo do PDL1 e infiltrado inflamat6rio acentuado teve um p=
0.055. Os casos de invasao linfatica (5%) eram pl6 negativos. Conclusdes: Houve
correlacdo inversa entre p53 alterado e presenca do pl6é e relacdo entre maior

profundidade de



invasdo tumoral com p53 alterado e pl16 ausente. Palavras-chave: Carcinoma de

células escamosas da vulva, imunohistoquimica, HPV, p16, p53, PDL1.



Abstract

Introduction: An increase of about 14% in the incidence of squamous cell carcinoma
(SCC) of the vulva in younger women has been demonstrated. SCC of the vulva
correlated with Human Papilloma Virus (HPV) has a better prognosis and shows
expression of immunohistochemical (IHC) marker p16. Abnormally expressed p53 and
PDL1 are present in cases not HPV-related. Aim of study: Evaluate the correlation
between p16, p53 and PDL1 markers with SCC, as well as to relate it to its clinical and
pathological factors. Materials and methods: It was performed a histopathologic
review of 41 slides of SCC of the vulva collected from 2016 to 2021. After that, IHC
reactions with p16, p53 e PDL1 antibodies were carried out. The result was correlated
with clinical and pathological characteristics of the disease. Results: The average age
of the patients was 72,1 years old. p16 was positive in 24,4% of the cases and PDL1in
17,1%. p53 was absent in 19,5% of the sample and it was overexpressed in 24,4%. The
depth of tumoral invasion showed correlation with p16 and p53 expressions. The cases
with positive p16 had a smaller depth of tumoral invasion (1,1 mm versus 1,8 mm) (p=
0.014). In altered p53 expression cases the mean depth of invasion was bigger (1,9 mm
versus 1,4 mm) (p= 0.041). There was a correlation trend between PDL1 IHC
expression and accentuated inflammatory infiltrate (p= 0.055). The cases of lymphatic
invasion (5%) were pl6 negative. Conclusion: There was an inverse correlation
between altered p53 and presence of pl6, and a relation between a bigger depth of

tumoral invasion and altered p53 and absence of p16.

Keywords: vulvar squamous cell carcinoma, immunohistochemistry, HPV, p16, p53,

PDLI.
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE VULVA

O céncer de vulva é uma neoplasia de incidéncia rara, quando comparado a
outros tumores malignos do trato reprodutivo feminino. No Brasil, o Instituto Nacional
do Cancer (INCA) ndo dispbe de estimativa de incidéncia para o cancer de vulva. Mas,
de acordo com a American Cancer Society, a doenca representa em torno de 6% dos
canceres que acometem o trato genital feminino e 0,7% dos canceres que acometem
mulheres. Estima-se que, no anode 2022, 6330 mulheres foram diagnosticadas com essa

neoplasia e 1650 mulheres morreram em decorréncia dela nos Estados Unidos.*

O tipo histoldgico mais frequente de céancer de vulva é o carcinoma de células
escamosas, que representa entre 80 e 90% dos casos. A maior parte das lesbes localiza-
se na pele dos grandes e pequenos labios; lesdes na topografia do clitoris e lesdes

originarias das glandulas vestibulares sio extremamente raras.?

Ha algumas décadas, trabalhos internacionais, estadunidenses e dinamarqueses
tém demonstrado um aumento da incidéncia do céncer de vulva em mulheres mais
jovens. O FIGO Cancer Report de 2021, em sua atualizacdo a respeito do cancer de
vulva, afirma que a média de idade das pacientes acometidas pela doenca tem diminuido
nos Gltimos anos e associa o fendbmeno ao aumento da incidéncia da infeccdo pelo

papiloma virus humano (HPV).> 45

Em uma coorte chinesa de 885 mulheres acompanhadas de 2006 a 2016, a

maioria das pacientes que desenvolveram cancer de vulva estavam na
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faixa etaria de 50 a 60 anos. Trata-se de uma reducdo da faixa etéria prévia, que

geralmente era de 70 anos de idade ou mais

Com o objetivo de investigar alteracbes na incidéncia e na faixa etaria das
pacientes acometidas pelo cancer de vulva, Kang et al. realizaram um estudo
epidemioldgico cobrindo 20 anos de dados de 13 paises considerados desenvolvidos.
Foi observado um aumento de 14% na incidéncia do cancer de vulva, que foi mais
expressivo entre pacientes com menos de 60 anos de idade. Nesta faixa etaria, a
incidéncia geral aumentou em 38%. Por outro lado, ndo houve aumento significativo

entre mulheres acima de 60 anos.?

Até o momento, ndo hd na literatura um numero significativo de trabalhos
abordando uma possivel mudanca no padrdo etario e etiologico dos casos de cancer de
vulva — tampouco dados suficientes sobre a populacdo brasileira. Tal escassez torna
importante a elaboracdo de trabalhos avaliando o perfil atual dessas pacientes, o que

pode também cursar com impacto progndéstico na patologia.

1.2 ETIOLOGIA DO CANCER DE VULVA

O carcinoma escamoso de vulva desenvolve-se a partir de duas vias principais de
lesbes precursoras (as neoplasias intraepiteliais vulvares, NIVs): um subtipo relacionado

a0 HPV e outro nio relacionado a essa infecgdo viral.’

De acordo com a terminologia Lower Anogenital Sgwamous Terminology
(LAST) de 2012, a via relacionada a persisténcia da infec¢do pelo HPV de alto potencial
oncogénico (especialmente os subtipos 16, 18, 31 e 33), também conhecida como NIV

usual, surge a partir de lesbes precursoras de alto grau
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(HSIL). Estas lesdes ocorrem mais frequentemente em mulheres jovens, apresentando
uma morfologia basaloide ou verrucosa. Também relacionadas a infeccdo pelo HPV, as
lesbes de baixo grau (LSIL) correspondem aos condilomas e lesdes que representam

sinais de infeccdo pelo virus, mas que ndo temalto potencial oncogénico.”8°

A via carcinogénica ndo relacionada ao HPV (NIV diferenciada) é mais comum
em mulheres idosas, com morfologia de epitélio escamoso queratinizante bem
diferenciado e correlagdo com patologias vulvares inflamatérias — destacando-se, entre

elas, o liquen escleroso.”®°

Entre as duas vias de lesdes precursoras, também ha diferenca entre a incidéncia
e a taxa de progressao para o carcinoma invasor. A via da NIV diferenciada representa
menos de 5% dos casos de leséo pré-neoplasica vulvar, porém apresenta maior taxa de
progressao para a invasao, ocorre em um menor intervalo de tempo e tem maior taxa de
recorréncia do que a NIV usual. Menos de 2% dos casos de NIV diferenciada possuem

associacdo coma infecgdo pelo HPV.® (Quadro 1)

Quadro 1: Vias precursoras para o surgimento do carcinoma escamoso de vulva.

NIV DIFERENCIADA NIV USUAL
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Independente do HPV

Via da infeccdo pelo HPV

Menos frequente (em torno de 5% doscasos)

Mais frequente (em torno de 95% doscasos)

Associada a idade, irritacdo tecidual,

estresse oxidativo e inflamagdo cronica (ex.:

liquen escleroso)

Associada a  imunossupressdo (HIV,
transplantes), tabagismo, nimero  de
parceiros sexuais, infec¢do pelo HPV

Pacientes entre 60 e 80 anos

Pacientes entre 30 e 50 anos

Lesdes unifocais e unicéntricas

Lesdes multifocais e multicéntricas

Progressao para cancer em torno de 35%

Progressao para cancer em torno de 5%

Fonte: Adaptado de Hoang et al.*

1.2.1 Fatores de risco

Sé&o fatores de risco para o carcinoma escamoso de vulva: historico pregresso

pessoal de neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC 3); etnia caucasiana; tabagismo;

imunossupressio; obesidade e menopausa em idade inferior a 50 anos.® ' Também

incorre em risco a presenca de dermatoses inflamatorias genitais, como o liquen

escleroso e o liquen plano.> 12

Por outro lado, a idade da menarca, histérico de histerectomia, 0 uso de terapia

de reposicdo hormonal, o uso de métodos contraceptivos hormonais orais ou de

laqueadura tubaria ndo estdo associados ao risco aumentado de sedesenvolver cancer de

vulva.l!

A paridade aparece como fator de risco em um trabalho (para trés ou mais

gestacBes)®, mas néo teve significancia estatistica em outros.!

Histdrico pregresso de NIC 3

Um dos fatores de risco mais bem estabelecidos para o surgimento do carcinoma

escamoso de vulva € o historico pregresso pessoal de NIC 3 (uma lesdo precursora do

cancer de colo uterino), o que corrobora a associagdo da infecgdo pelo HPV com uma
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das vias originarias do carcinoma de vulva. Um estudo de coorte que acompanhou 1,3
milhdes de mulheres no Reino Unido durante 14 anos mostrou que apresentar NIC 3
previamente aumenta em mais de 50% o risco de se desenvolver carcinoma vulvar, em

comparagdo as mulheres sem esse histdrico.!

Etnia caucasiana

Uma coorte estadunidense demonstrou uma maior incidéncia de cancer de vulva
em mulheres brancas quando comparado as ndo brancas. O motivo permanece em
estudo até 0 momento, uma vez que etnias ndo caucasianas apresentam maior risco para
0 cancer de colo uterino. Uma hipoOtese para este fendbmeno é de que a via nao

relacionada ao HPV seja a predominante nessas mulheres.®

Tabagismo

O tabagismo possivelmente aumenta o risco de ocorréncia das lesdes precursoras
e invasoras do carcinoma escamoso de vulva a partir do aumento do efeito do HPV,
assim como ocorre na cérvice uterina.> 8 Em um estudo de caso-controle dinamarqués
publicado em 2008, o tabagismo foi associado a umrisco mais de duas vezes maior para

0 carcinoma escamoso de vulva, quando comparado a pacientes ndo tabagistas.'*

Todavia, a coorte avaliada por Coffey et al. ndo mostrou relacdo entre o habito

de fumar e o cancer de vulva.'!



17

Imunossupressao

A imunossupressdao também representa um fator de risco, majoritariamente

associado a via da NIV usual, a partir da infecgdo pelo HPV.®

Obesidade

A obesidade (IMC acima de 30kg/m?), particularmente em mulheresacima dos
50 anos de idade, também foi associada a um risco elevado de surgimento de carcinoma
vulvar de células escamosas. Ndo ha aumento de risco em relacéo aos outros subtipos de

carcinoma vulvar (basocelular, melanoma e glandular).!*

Menopausa em idade inferior a 50 anos

Menopausa em idade inferior a 50 anos, fisiolégica ou em decorréncia de
ooforectomia bilateral, aumentou o risco de incidéncia do carcinoma escamoso de vulva
em 52% quando comparado as mulheres que tiveram sua menopausa com 50 anos de

idade ou mais.*
Dermatoses inflamatérias

Em trabalho chinés publicado em 2017, uma andlise retrospectiva de 885
pacientes admitidas em um hospital universitario por doencas vulvares,
aproximadamente 5% das pacientes com doencas epiteliais vulvares ndo neoplasicas

desenvolveram cancer vulvar.®
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A inflamagdo crbnica com processos cicatriciais é associada ao carcinoma
vulvar. O liquen escleroso, por exemplo, é uma dermatose inflamatdria caracterizada
por sua cronicidade e pela fibrose hipocelular (esclerose).™ ® Um estudo finlandés que
seguiu 7616 pacientes com diagnostico de liquen escleroso vulvar, de 1970 a 2014,
demonstrou aumento do risco de cancer de vulva — 182 pacientes foram diagnosticadas

com a complicagdo.?

O liquen plano tambeém figura entre os fatores de risco para o cancer de vulva,
embora seja mais raro e esteja menos associado com a progressdo paraa patologia do

que o liquen escleroso. 1819

1.2.2 Estadiamento do cancer de vulva

O estadiamento do céancer de vulva é cirdrgico desde 1988, sendo que o
estadiamento final se baseia na avaliacdo histoldgica da peca vulvar e da peca ou pegas

linfonodais.®

O novo estadiamento de cancer de vulva elaborado pelo Comité de Ginecologia
Oncologica da FIGO, descrito abaixo, se aplica a quase todos os tumores malignos de

vulva, exceto o melanoma.® (Quadro 2)

Quadro 2: Estadiamento do cancer de vulva.



19

Estadiamento Descricédo

| Tumor confinado a vulva

1A

Tumor <2 cm e invasao

estromal <1 mm?

1B

Tumor >2cm  ou invasado
estromal >1 mm?

Il Tumor de qualquer tamanho com extensdo para o terco inferior

linfonodos negativos

da uretra, terco inferior da vagina e terco inferior do anus com

i Tumor de qualquer tamanho com extensdo para a parte superior

de estruturas perineais adjacentes e com qualquer nimero de
linfonodos ndo aderidos e ndo ulcerados

A

Tumor de qualquer tamanho
com extensdo para 0s dois
tergos superiores da uretra, da
vagina, mucosa da bexiga,
mucosa do reto ou metéastases
em linfonodos

regionais <5 mm

1B

Metastase em linfonodos
regionais® > 5 mm

"nic

Metastase @ em linfonodos
regionais® com
acometimento extracapsular

v Tumor de qualquer tamanho aderido ao 0sso ou metastases

linfonodais aderidas ou ulceradas ou metastases a distancia

IVA

Tumor aderido ao 0sso pélvico
ou metastases em linfodos
regionais® aderidos ou
ulcerados

VB

Metastases a distancia

7

a: A profundidade da invasdo é a medida da membrana basal da por¢do mais profunda
adjacente displasica sem tumor do rete ridge (ou do rete peg displasico mais préximo) até o

ponto mais profundo de invasao.

b: “Regional” refere-se aos linfonodos inguinais e femorais.

Fonte: Adaptado de Olawaiye et al.®
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1.3 SIGNIFICADO DA ESPESSURA DA INVASAO TUMORAL NAS BIOPSIAS PRE-OPERATORIAS

Um dos principais fatores progndsticos no carcinoma escamoso de vulva
é o acometimento linfonodal. Assim, uma das mais importantes formas de reduzir a
mortalidade desta patologia € a abordagem adequada dessas estruturas, quando

necessario.2% 21

Uma das indicacdes da abordagem cirdrgica linfonodal é a invasdoestromal do
tumor acima de 1 mm de espessura, podendo ser a bidpsia de linfonodo sentinela ou a
linfadenectomia inguinal, a depender de outros fatores. Por exemplo, em caso de lesdo
tumoral Unica com menos de 4 cm de didmetro, sem linfonodos inguinais clinicamente
suspeitos, pode-se realizar a bidpsia de linfonodo sentinela. O beneficio desta bidpsia
consiste em reduzir a morbidade do esvaziamento inguinal, que pode incorrer em

linfocele mas também em complicaces na cicatrizagdo pos-operatoria.?® 2!

A consideracdo da espessura da invasao tumoral na bidpsia pré- operatoria
poderia reduzir a morbidade, evitando uma segunda intervencdo cirdrgica para realizar a
abordagem linfonodal posteriormente. Também deve- se considerar que uma segunda
abordagem para acessar os linfonodos inguinais € um procedimento mais complexo,
pois, uma vez que o tumor foi ressecado, a injecdo de marcador para o linfonodo
sentinela ndo € mais possivel e a acuracia da intervencdo pode ser menor. A seguranca

oncoldgica de uma abordagem linfonodal secundaria ainda ndo esta bem estabelecida.?

Todavia, um dos empecilhos relacionados a consideracdo da espessura tumoral
na bidpsia pré-operatdria € a discrepancia que pode ocorrer entre essa medida e a
medida da espessura na peca operatoria final. Pahmeyer et al., em trabalho de 2020,
encontraram em 89,6% dos casos estudados uma diferenca de pelo menos 1 mm entre a
medida de espessura tumoral na biopsia pré- operatoria e na peca cirurgica. Em 22,1%

dos pacientes, a espessura tumoral na bidpsia pré-operatéria ndo foi capaz de predizer a
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necessidade de abordagem linfonodal, sendo a medida subestimada.?°

1.4 TRATAMENTO DO CANCER DE VULVA

O tratamento do cancer de vulva depende do estadiamento e da histologia do tumor.
Também influenciam a idade da paciente, a existéncia de comorbidades e o status

performance da paciente na escolha das terapias.®

Especialmente no caso do carcinoma de celulas escamosas da wvulva, o
tratamento é cirdrgico. Pode-se utilizar também a quimiorradioterapia como alternativa,
principalmente para tumores avancados. A quimioterapia e a imunoterapia podem ser

alternativas em casos metastaticos ou paliativos.®

O tratamento cirdrgico do carcinoma vulvar inclui a ressec¢do da lesdo e uma
hemivulvectomia ou vulvectomia radical, se necessario, a depender da extensdo do
tumor. Conforme o estadiamento e a localizacdo da lesdo, também pode ser necessaria
a linfadenectomia uni ou bilateral, procedimentos que cursam com uma morbidade
significativa. As possiveis complicagdes incluem infeccdo, linfedema e disfuncdes
sexuais.?> 2> 2% Gaarenstroom et al. encontraram uma ou mais complicagdes pos-

operatdrias em 76% das 101pacientes acompanhadas.?*

Ja em caso de doenca de estadiamento avancado, ha poucas opc¢des detratamento
disponiveis, que geralmente envolvem a resseccdo da lesdo conforme possivel e

adjuvancia com quimiorradioterapia.? 2324

A recorréncia do cancer de vulva é de 12 a 50%, e a doenca recorrente esta
associada a uma sobrevida em cinco anos de 25 a 35%. Cerca de 80%dos casos de

recorréncia acontecem nos primeiros dois anos pos-tratamento.?

1.5 FATORES PROGNOSTICOS NO CARCINOMA ESCAMOSO DE VULVA

Dentre os fatores prognosticos, o comprometimento linfonodal e o estadio de
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acordo com a FIGO sdo os mais citados nas pesquisas. Existem ainda outros fatores que
variam em diferentes trabalhos, explorados nos préximos tépicos. O fator HPV tem tido

relevancia crescente no aspecto progndstico, como também comentado a seguir.

Idade

Raspagliesi et al. encontraram significancia estatistica para o fator idade quanto
a sobrevida das pacientes. Em dez anos, a sobrevida foi de 100% em pacientes com
menos de 30 anos de idade e de 53% em pacientes com maisde 60 anos de idade.?® Ja
Miljanovi¢-Spika et al. ndo encontraram relevancia estatistica para o fator idade no
progndstico de sobrevida das pacientes.?’” Todavia, o trabalho de Raspagliesi et al.
contou com 389 pacientes analisadas, enquanto o segundo trabalho teve uma populagéo

de 59 mulheres.

Comprometimento linfonodal e invasdo do espaco linfovascular

O status linfonodal parece ser um dos fatores progndsticos mais relevantes,

seguido pelo comprometimento do espaco linfovascular.?>28

De acordo com a literatura, quanto mais linfonodos comprometidos, pior o
progndstico.?’?° Em uma das analises, pacientes com comprometimento linfonodal

apresentavam risco de Obito de 3,47 vezes maior, enquanto
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pacientes com comprometimento do espaco linfovascular, apresentavam risco de 6bito

de 2,06 vezes maior.%’

Em trabalho de 2006, a sobrevida em 10 anos em caso de comprometimento do
espaco linfovascular foi de 30%, enquanto as pacientes sem comprometimento tiveram

61% de sobrevida no mesmo periodo?.

O status linfonodal foi o fator progndstico independente mais significativo3’. Em
relacdo ao comprometimento linfonodal, a extensdo do tumorpara o sitio extracapsular

parece ser o fator mais relevante®!,

Paladini et al. encontraram uma sobrevida de 37% em 5 anos em pacientes sem
comprometimento linfovascular versus 18% em pacientes com comprometimento

linfovascular (p< 0.02)%,

Estadiamento de acordo com a FIGO

O estadiamento do CEC de vulva de acordo com a FIGO parece ser um fator

progndstico estatisticamente significativo®!,

Em alguns trabalhos, o estadio Il ou maior parece estar relacionado aum pior
prognostico. A sobrevida em 5 anos reportada para o estadio | varia de 90% a 100%,

enquanto para o estadio 1V é de 0%.2732

Adjuvancia com quimiorradioterapia

No estudo de Miljanovié-Spika et al., o fato de ter recebido adjuvancia com

quimiorradioterapia foi um fator de pior progndstico.?” Isso se deve,
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possivelmente, ao fato de que as pacientes que tiveram indicacdo de adjuvancia foram
detectadas com tumores maiores e em um estaddio mais avancado da neoplasia, com

comprometimento linfonodal, o que, por si so, ja acarreta um pior progndstico.*

Didmetro do tumor

Enquanto alguns estudos demonstraram que o diametro do tumor possui
significancia estatistica em seu progndstico, outros tangenciaram a margem de

significado estatistico ou ndo encontraram relevancia.: 3!

Contudo, um ponto importante levantado pelo trabalho de Raspagliesiet al. é
que o didmetro tumoral é preditivo de metastases linfonodais, o que impacta no

prognastico.?®

Para Paladini et al., a sobrevida em 5 anos foi de 44% para pacientes com
tumores menores de 4 cm e 12% para pacientes com tumores maiores de 4 cm (p<

0.003).3

Grau histoldgico do tumor

O grau histolégico do tumor é dividido em G1, G2 e G3: bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pouco diferenciado, respectivamente.® A despeito da
hipdtese de maior sobrevida para os tumores bem diferenciados (G1), a maior parte dos
trabalhos revisados para esta andlise ndo encontraram significancia estatistica nesta

correlagdo. 2" 28
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Margens cirdrgicas

Margens exiguas ou positivas na peca cirdrgica possuem maior risco de
recorréncia local.? 3+ 35 A margem de seguranca sugerida atualmente é de pelo menos
8 mm, embora alguns trabalhos mais recentes explorem a hipdtese de ndo haver
diferenca na recorréncia local com uma margem menor do que essa.?® Outra
possibilidade considerada é de que o risco de recorréncia em relacdo a margem cirdrgica

seja diferente para tumores relacionados ao HPV e para tumores nio relacionados.?®

Caracteristica da lesdo tumoral: ulcerada versus exofitica

No trabalho de Raspagliesi et al., o prognéstico para pacientes com lesbes
tumorais ulceradas foi pior do que o das pacientes com lesbes tumorais exofiticas

(sobrevida em 10 anos de 53.3% versus 67.3%).2

Profundidade da invasao tumoral

Raspagliesi et al. ndo encontraram significancia estatistica na profundidade da
invasio tumoral quanto ao prognostico®. Miljanovié-Spika et al. também ndo

encontraram correlagdo entre esta medida e o progndsticode sobrevida.?’

Ja Nicoletto et al. encontraram correlacdo entre invasdo tumoral maior de 9
mm e impacto na sobrevida. Em caso de invasdo de até 9 mm, a sobrevida em cinco

anos foi de 61%, enquanto nas pacientes com invasao
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tumoral acima de 9 mm, a sobrevida foi de 25% no mesmo periodo (p=0.0232).3*

Em trabalho de Paladini et al., a profundidade da invasdo tumoral tangenciou a
significancia estatistica (p= 0.052) quanto ao impacto nasobrevida. Neste estudo, em 5
anos, a sobrevida das pacientes com invasdode 3 mm foi de 61%, com invasdo de 4 a

10 mm foi de 38% e em invasdo acima de 10 mm, 0%.3!

1.6 PROGNOSTICO DO CANCER DE VULVA EM RELAGAO A PRESENGA DO HPV
Trabalhos recentes tém demonstrado que canceres de vulva relacionados ao virus
do HPV apresentam melhor prognostico em comparagdo aos casos nao relacionados a
essa infeccdo viral. Diversos mecanismos podemexplicar este achado, como uma maior
radiossensibilidade dos tumores associados ao HPV, assim como ja se observa em

tumores de etiologia escamosa de cabeca e pescogo. 2827 28:29

Os tumores ndo associados ao HPV costumam apresentar um comportamento
mais agressivo, com maiores taxas de comprometimento das margens cirargicas, de

recorréncia e pior prognostico.°

Mas os estudos ndo sdo homogéneos em relacdo a esse achado. Pinto et al. ndo
encontraram, apos analise multivariada, correlacdo entre o status negativo do HPV e o
pior prognéstico das pacientes com cancer de vulva.®® Hgrding et al. também ndo
encontraram associacao entre maior recorréncia pos-cirurgica e status negativo para

HPV em trabalho de 1993.%"
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A presenca do HPV também esta associada a outras lesdes precursoras tumorais
e neoplasias invasivas, como de colo uterino, vagina, canal anal e orofaringe. Dessa
forma, a diferenciacdo quanto a via precursora do carcinoma de células escamosas de
vulva, em termos da presenca ou ndo do HPV nessa etiologia, tem impacto no manejo
do paciente. Caso a infeccdo viral esteja associada, deve-se considerar a possibilidade

de lesBes induzidas pelo microorganismo em outros sitios.3!

A morfologia isoladamente ndo permite a diferenciacdo de forma acurada entre
os dois subtipos, uma vez que lesdes associadas ao HPV podem apresentar
queratinizacdo, mimetizando tumores que ndo tem relacdo com a infeccdo viral, por
exemplo. Essa diferenciacdo pode ser realizada a partir do marcador imunohistoquimico
p16, assim como nos tumores orofaringeos.?® 3 Em trabalho de Santos et al., o
marcador pl6 apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 98,7% para
detectar carcinoma de vulva associado ao HPV, revelando-se um marcador confiavel
para a presenca do virus.%® Alos et al. identificaram uma positividade de 100% para o
p16 em tumores nasossinusais associados ao HPV.3® Tanto o trabalho de Santos et al.
quanto otrabalho de Alos et al. utilizaram a biologia molecular, atraves do PCR, para a

confirmacdo da presenca viral e comparacdo coma presenca do pl6.

Em casos duvidosos, como nagueles em que o p16 apresenta forte positividade,
mas a clinica e a histologia sugerem tumor ndo relacionado ao HPV, pode-se utilizar

métodos de biologia molecular, como o0 DNA-HPV ou PCR HPV.3!
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1.7 IMUNOHISTOQUIMICA NO CARCINOMA ESCAMOSO DE VULVA

Expresséo da p16

A proteina p16NK4a (p16) é uma inibidora de quinase ciclina dependente, parte
do grupo INK4a, que pode agir em quinases ciclina dependentes (CDKs) e entéo
inativar a progressdo do ciclo celular. Essa inativagdo ocorre através da interferéncia na
montagem da ciclina D-CDK4/6, inibindo a passagem da fase G1 para a fase S do ciclo

celular.*® (Figura 1)

A perda da expressdo das proteinas da familia INK4 foi encontrada em outras
neoplasias, como no adenocarcinoma de estdmago, podendo ser um evento inicial do

processo carcinogénico.*4

O HPV, ao se integrar ao genoma celular das células escamosas do seu
hospedeiro, ocasiona um aumento na expressao das proteinas oncogénicas virais E6 e
E7, que entdo interagem com proteinas celulares especificas e iniciam a transformacéo
neoplasica. A proteina E7 liga-se a proteina supressora tumoral pRB, levando a
degradacdo desta, a uma regulacdo positiva das CDKs e ao aumento da expressao da

p16 no ndcleo celular e no citoplasma. #°

Além de marcador para a presenca do HPV, a expressdo da p16 pode também ser
um fator prognoéstico do tumor, como ja observado em tumores de cabeca, pescogo e
vagina, podendo refletir maior sensibilidade aos tratamentos radioterapicos e melhor

prognastico.27:36.39,40,42,43
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De acordo com Hellman et al., a proteina pl6 pode ser utilizada como um
marcador da presenca do HPV no carcinoma escamoso de vagina.** Outros trabalhos
demonstraram a correlacdo entre a positividade para o HPV (avaliada através de
marcadores moleculares como o DNA-HPV) e a expressdo daproteina p16 em tumores

de tonsila, orofaringe e nasossinusais, 2% 36 3. 40.42,43

Também ja ha uma maior consolidacdo no uso clinico da p16 em casos de lesdes
precursoras do cancer do colo do Gtero, mostrando uma correlacdo entre a presenca da

proteina e a severidade da displasia cervical.*” 4°

O’Neill e McCluggage, em trabalho avaliando a expressdo de pl6 no trato
genital feminino e seu valor progndstico, encontraram positividade do marcador na NIV
associada ao HPV, bem como no carcinoma escamoso associado a infec¢do. As NIVs
ndo associadas ao HPV ndo apresentaram positividade do pl6, sendo totalmente

negativas para o marcador ou apenas focalmente positivas.*®

Proctor et al. verificaram uma maior radiossensibilidade dos carcinomas
escamosos de vulva induzidos pelo HPV e associados ao pl6, além de melhores
resultados em sobrevida livre de doenca. As pacientes com o marcador positivo que

receberam quimioterapia sensibilizante também apresentaram melhor prognostico.*

No estudo de Cao et al., a expressdo da pl6 se correlacionou com estadios
tumorais mais precoces da FIGO, auséncia de m29etastases linfonodais e idade menor
das pacientes, indicando um melhor progndéstico para os individuos com a positividade

deste marcador imunohistoquimico em caso de cancer de vulva.*’
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De acordo com Tringler et al., pacientes com carcinoma escamoso de vulva
positivos para pl6 apresentaram uma maior sobrevida global. Os autores sugerem que
0 marcador imunohistoquimico pode agregar valor progndsticoem casos de cancer de

vulva.*® (Figura 2)

Figura 1: Acéo da p16 no ciclo celular.

Sinais
Oncogénicos

* Ciclo Celular

5 B
=\ :

G1

CDKa4/6: quinase dependente de ciclina 4/6; G1: primeiro intervalo; S: sintese de DNA; G2:
segundo intervalo.

Legenda: A figura representa o envolvimento da proteina p16 na interrupgdo do ciclo celular
mediado por pRB, induzido por sinais oncogénicos. A pl6 é induzida por sinais oncogénicos,
resultando em uma parada da fase G1 do ciclo celular mediada por pRB,para proteger as células
da hiperproliferacéo.

Fonte: Adaptado de Kotake et al. *°.
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Figura 2: Imunohistoquimica do marcador p16 no CEC de vulva.

R S
o
Y

v

.':Q

l!'

Legenda: Nas figuras a e a’, observa-se a hematoxilina e eosina de um CEC queratinizado de
vulva relacionado ao HPV e a reacdo positiva para pl6 da mesma amostra. A associacdo ao
HPV também foi demonstrada com o uso de biologia molecular. Nas imagens b e b’, observa-se
um CEC basaloide na hematoxilina e eosina e na reagdo imunohistoquimica com p16, negativa,
respectivamente. Nas figuras ¢ e ¢’, visualiza-se um CEC do tipo “warty”, na hematoxilina e
eosina e na reagdo imunohistoquimica com pl6, negativa, respectivamente. As amostras das

figuras b e ¢ também foram submetidas a analise com biologia molecular para HPV, ambas
negativas.

AR

Fonte: Adaptada de Rakislova et al.*.

Expresséo da p53
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A proteina p53 é uma supressora tumoral bastante relevante na manutencdo da
integridade do DNA, e a sua mutacdo ou delecdo € uma parte importante do surgimento

e progressdo da maioria dos tumores.>!

A oncoproteina E6, superexpressa apds a integracdo do DNA HPV de alto risco
carcinogénico ao genoma do hospedeiro, promove a rapida degradacdo da p53. Em

casos de cancer de vulva ndo relacionados a infeccao

pelo HPV, pode-se encontrar a expressdo disfuncional da proteina p53, devido a
mutacdo do gene p53. Assim, podemos encontrar a expressao imunohistoquimica da
p53 em seu tipo selvagem em casos de carcinoma de vulva relacionados e nao
relacionados ao HPV, porém surgida a partir de diferentes mecanismos para cada

etiologia.®!

A deteccdo da p53 a partir da imunohistoquimica é associada com a presenca de
formas mutadas do gene TP53. A forma normal da proteina p53 apresenta uma meia-
vida curta, com um nivel muito baixo para ser detectada pelos métodos
imunohistoquimicos. Ja a proteina p53 mutante apresenta uma meia-vida mais longa,

sendo detectada mais facilmente através da imunohistoquimica.”®! (Figura 3)

De acordo com Rakislova et al., foi infrequente a associacdo entre a presenca do
marcador p53 de forma anormal e carcinoma escamoso de vulva induzido pelo HPV.°
Estima-se que o p53 expresso de forma anormal esteja presente em cerca de dois tercos
dos canceres de vulva ndo relacionados a via do HPV.*> 4" O padrdo mutante da p53
indica a importancia do stress oxidativo na etiologia da carcinogénese vulvar, por

exemplo, como ocorre nos casos relacionados ao liquen escleroso.>

Quanto ao seu potencial progndéstico, a p53 mostrou que pode ser um possivel
marcador para tal em tumores de cabeca e pescoco. Tenta-se verificara possibilidade de

correlagdo prognostica em casos de tumores de vulva, porém os dados sdo mais
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escassos.” 22

Choschzick et al. ndo encontraram correlacdo entre a presenca de p53 mutante

e estadiamento tumoral, grau histolégico, acometimento linfonodal,

profundidade da invasdo ou progndstico.>* McConnell et al. também n&o encontraram

correlagdo prognostica com a presenca de p53.%°

J& Kohlberger et al. verificaram que a sobrevida para as pacientes com
positividade para p53 parece ser menor do que para as que nao apresentam o

marcador.%°

Figura 3: Padrbes imunohistoquimicos do marcador p53.

PADROES DE TIPO SELVAGEM
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Legenda: No primeiro quadro vemos dois padrfes de expressdo de p53 dentro da normalidade
na imunohistoquimica. No segundo quadro, observam-se quatro formas de expressao alterada da
p53 na imunohistogquimica.

Fonte: Adaptada de Tessier-Cloutier et al.*®

Expressdo da PD-L1

A PD-L1, também chamada de B7-H1, é uma proteina expressa por celulas
tumorais que pode auxilia-las a escapar da deteccdo do sistema imune do organismo,
ligando-se ao receptor de morte celular programada PD-1 expresso nos linfécitos T.
Essa interacdo PD-1/PD-L1 regula negativamente a proliferacdo e a funcdo dos

linfocitos T, permitindo que o tumor ndo seja detectado pelo sistema imunoldgico.*’ %

Encontram-se niveis de PD-L1 em diversos tipos de tumores solidos, como

melanoma, carcinoma renal, carcinoma de bexiga e carcinoma de
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pulméo ndo pequenas células, geralmente resultando em um mau prognostico. 4950 5457

O bloqueio da interagdo PD-1/PD-L1 oferece uma alternativa de tratamento

imunoterapico, melhorando a fungdo das células. T48 4

Hecking et al. encontraram que a expresséo de PD-L1 em carcinomas
escamosos de vulva ocorreu mais frequentemente em casos HPV-negativos, fato
confirmado pela observacdo de PD-L1 positivo na auséncia do marcador p16°. Ja
Mezache et al. encontraram positividade do PD-L1 em 95% das lesdes pré-neoplasicas
de colo uterino e em 80% das les6es de carcinoma escamoso cervical (lesdes associadas

a0 HPV).%®

De acordo com Cocks et al., pacientes cujos carcinomas de vulva apresentavam
expressdo alta de PD-L1 tinham maior risco de recorréncia da doenca e maior

mortalidade.??

A imunoterapia pode ser uma alternativa de tratamento interessante para
pacientes com carcinoma de vulva, visto que esta é geralmente uma populacdocom mais
de 60 anos de idade e com comorbidades — situacdo que pode tornar os tratamentos
tradicionais, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia, mais passiveis de

complicagdes.??

Acredita-se que pacientes com infiltrado inflamatorio tumoral mais acentuado
apresentam uma melhor resposta imunoldgica do hospedeiro.®> Em pacientes com o
marcador imunohistoquimico PDL1 presente, em diferentes tumores, parece haver uma
maior resposta inflamatoria, o que pode demonstrar uma chance maior de se ter uma

boa resposta ao bloqueio imunoterapico PD-1/PDL-1.22% (Figura 4)



Figura 4: Reacao imunohistoquimica com o marcador PD-L1.
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Legenda: Demonstracdo da reacdo imunohistoquimica com o marcador PD-L1. A primeira
imagem representa a reacdo negativa, com auséncia de expressdo do marcador. A segunda
imagem representa reacdo fraca ao PD-L1; a terceira imagem, reacdo moderada; a quarta

imagem, reacéo forte.

Fonte: Adaptado de Hecking et al.®.
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3. OBJETIVOS

GERAL:

Avaliar aspectos clinicos, histopatoldgicos e imunohistoquimicos noscasos de

carcinoma escamoso de vulva analisados.

ESPECIFICOS:

Avaliar na amostra aspectos clinicos como idade; tipo de lesdo vulvoscopica;
impressdo diagnostica vulvoscopica; tamanho da lesdo; quantidade de lesdes e

localizagéo destas na vulva.

Avaliar aspectos histopatologicos como infiltrado inflamatorio; espessura do
tumor na amostra analisada; presenca ou ndo de ulceragéo; presenca ou nao de
invasdo linfatica e aspecto histologico.

Avaliar a presenca de casos positivos e negativos para 0s marcadorespl6, p53

e PD-L1.

Verificar se ha correlacdo entre os marcadores imunohistoquimicos.

Verificar se ha correlacdo entre a intensidade do infiltrado inflamatdrio e a

presenca do marcador imunohistoquimico PD-L1.

Verificar se ha correlagdo entre espessura de invasao tumoral e marcadores

imunohistoquimicos.

Verificar se ha correlacdo entre invasao linfatica e os marcadores

imunohistoquimicos.
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Clinical, histopathological and immunohistochemical analysis of vulvar squamous
cell carcinoma

Analise Clinica, Histopatolégica e Imunohistoquimica do Carcinoma de Células
Escamosas da Vulva

Resumo

Introducdo: Um aumento na incidéncia do carcinoma de células escamosas
(CEC) de vulva em mulheres mais jovens tem sido relatado. O CEC de vulva
relacionado ao papilomavirus humano (HPV) apresenta expresséo de pl6 e esta
associado amelhor progndéstico. Alteracbes na expressdo de p53e PDL1 estédo
presentes no CEC nao associado ao HPV.

Objetivos: Avaliar correlacdo entre os marcadores imunohistoquimicos p16, p53
e PDL1 no CEC de vulva e sua relagédo com caracteristicas clinico-patolégicas.

Material e métodos: Foi realizada revisdo de 41 casos de CEC de vulva,
coletados entre 2016 e 2021. Em seguida, foram realizadas reacdes
imunohistoquimicas com os marcadores pl6, p53 e PDL1. O resultado foi
correlacionado com as caracteristicas clinico-patologicas.

Resultados: A média de idade das pacientes foi de 72,1 anos. O p16 foi positivo
em 24,4% dos casos, e o PDL1 foi positivo em 17,1%. O p53 estava ausente em
19,5% das amostras e superexpresso em 24,4% dos casos. Casos positivos para
pl6 apresentaram menor profundidade de invasao tumoral do que os negativos
(p= 0.014). A média da profundidade de invasdo foi maior nos casos com
expressdo anormal do p53(p= 0.041). Houve uma tendéncia de maior expressao
do PDL1 nos casoscom infiltrado inflamatorio acentuado (p= 0.055).

Conclusdes: Em relacdo a incidéncia do CEC, naofoi observada alteracdo na
faixa etaria das pacientes. Houve correlacdo inversa entre expressao anormal de
p53 e presenca do pl6. Casos com maior profundidade de invasdo tumoral
apresentaram expressao anormal de p53 e auséncia de p16 .

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas da vulva, imunohistoquimica,
pl6, p53, PDL1.
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Abstract
Objectives:

The average age of patients with vulvar squamous cell carcinoma (SCC) has been
reported to have declined. Human papilloma virus (HPV)-related lesions have
been shown to be associated with the expression of the immunohistochemical
(IHC) marker p16. Non-HPV-related tumors have been characterized by abnormal
p53 and PDL1 expression. We aimed to evaluate the correlation between these
markers and vulvar SCC and relate it to the clinical and pathological
characteristics.

Materials and methods: Histopathologic assessments and IHC analyses of p16,
p53, and PDL1 were performed in 41 samples of vulvar SCC collected between
2016 and 2021. The data were correlated with clinical and pathological
characteristics.

Results: The average age of the patients was 72.1 years. Positive p16 and PDL1
staining was detected in 24.4% and 17.1% of the samples, respectively. p53
expression was negative in 19.5% of the samples, whereas it was overexpressed
in 24.4%. pl6 positive tumors showed a smaller depth of invasion (DOIl)(p =
0.014), whereas tumors with abnormal p53 expression showed greater DOI (p =
0.041). PDL1 expression was correlated with increased inflammatory cells (p =
0.055). In addition, lesions with lymphovascular space invasion were p16-negative.

Conclusions: Regarding to the SCC incidencethe patients’ average age did not
change. The expression of pl6 was inversely correlated with p53. Tumors with
abnormal p53 and absence of p16 showed a greater DOI. Our data suggest an
association between PDL1 expression and increased inflammatory infiltrates in
vulvar SCC.

Keywords: vulvar squamous cell carcinoma, immunohistochemistry, p16, p53,
PDL1

Introduction

Vulvar cancer is a rare entity, responsible for approximately 4-5% of gynecological
cancers and less than 1% of the total of cancers in women.®-® In the last four decades,
an increase in the incidence of vulvar squamous cell carcinoma (SCC) has been reported
in younger women. Kang et al. have evaluated 20 years of data from 13 high-income
countries and observed a 14% increase in the incidence of vulvar cancer. The overall
increase was greater in patients aged < 60 years.® The 2021 edition of the International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) Cancer Report associated the decline in
the average age of SCC incidence with an increase in human papilloma virus (HPV)
infections, a precursor of vulvar cancer.®-35)

Recent studies have shown that HPV-related vulvar SCC has a better prognosis
compared to HPV-unrelated cases.®9SCCs HPV-unrelated tend to have more
aggressive behaviorand worse prognosis.® However, morphology alone does not allow
an accurate differentiation between the two subtypes, and HPV-related cases can be
identified based on the expression of the IHC marker p16.(311.12)

Abnormal p53 expression is present in approximately two-thirds of vulvar cancers HPV-
unrelated.(:1314) The mutation pattern of p53 indicates the importance of oxidative stress
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in the etiopathology of vulvar carcinogenesis, for example, in cases related to lichen
sclerosus.®®

Programmed Death Ligand 1 (PDL1)helps the tumor cells to escape the immune system
detection by binding to the Programmed Cell Death 1 (PD1), a cell death receptor
expressed on T lymphocytes. PD1/PDL1 negatively regulates the proliferation and
function of T lymphocytes, allowing the tumor to remain undetected by the immune
system.(610|n vulvar SCC, PDL1 expression occurs more frequently in HPV-negative
patients.(®Patients with vulvar carcinomas with high PDL1 expression have a higher risk
of disease recurrence and mortality.*®Blocking the PD1/PDL1 interaction offers an
alternative immunotherapeutic strategy, and patients with accentuated inflammatory
infiltrate in the tumor appear to respond better to this treatment. 19-22)

Studies addressing the etiology and age-associated incidence pattern of vulvar cancer in
the Brazil are limited. Therefore, the evaluation of the patients’ profile may help to
establish prognostic and predictive criteria for SCC patients. In this study, we aimed to
evaluate the clinical and pathological aspects of vulvar SCC to identify possible
correlations with potential clinical implications.

Material and methods

Design and sampling: A cross-sectional study was conducted using a database of
videovulvoscopic images (Defferrari SDI®, Novo Hamburgo, BR) and histological
samples from biopsies of lesions diagnosed as vulvar SCC from 41 patients.
Videovulvoscopy and histological analyses were performed between January 2016 and
December 2021 at the Citoclin Laboratory (Porto Alegre, BR). A total of 28 samples were
collected in the laboratory and 13 samples were collected at state hospitals, and later
sent to the Citoclin Laboratory for histopathological analysis. Patients whose biopsies
were collected at other institutions and sent for laboratory analysis did not have a
vulvoscopic image for correlation.

Inclusion Criteria: Were included in the study patients with age > 18 years old with
anatomopathological diagnosis of SCC.

Exclusion criteria: Patients whose biopsy material was scarce were excluded from the
study.

Ethical aspects:The project was submitted and approved by the Research Ethics
Committee of the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre (CEP - UFCSPA
- Protocol number:3.084.049). The Ethics Committee waived the need of informed
consent.

Clinical analysis:Videovulvoscopy was performed with image magnification using a
videocolposcope (Elemed®Porto Alegre, BR) after application of 5% acetic acid. The
images were analyzed by two colposcopists qualified for colposcopy and analysis of
lower genital tract pathology. The dermatological characteristics of the lesion, anatomical
location, number of lesions, approximate size in centimeters (cm), and diagnostic
impression of the lesion were evaluated.

Histopathological analysis: Hematoxylin and eosin (HE) stained slides of the samples
were reviewed by two pathologists. Histopathological analysis confirmed the histological
type, deep tumoral invasion (DOI) in the biopsy specimen, presence of ulceration and
lymphovascularinvasion. Inflammatory infiltrate was classified as mild, moderate, or
severe. All the analyses were conducted in the Pathology Laboratory at UFCSPA.
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IHC analysis: IHC analysis of p1l6 was carried out on the automated Roche Ventana
plattorm with the ready-to-use mouse monoclonal anti-p16 antibody clone E6H4
(Roche®Arizona, USA). p16 positive status was determined based on brown staining of at
least 70% of the tumor, including the cell nucleus, according to the criteria of the
American College of Pathology.®®

Immunostaining for p53 was performed manually using mouse monoclonal anti-p53
antibody (catalog number m7001, dilution 1:1000, Dako®Carpinteria, USA). p53
expression was considered to be abnormal when there was a complete absence of
staining or when 250% of the tumor cells showed nuclear staining.®4

PDL1 immunostaining was performed manually using an anti-PDL1 antibody (catalog
number ACR3171C, dilution 1:150, Biocare® Concord, USA). Positive expression was
defined as any extent of membranous staining in 21% of the tumor cells.®)

Statistical analysis: Categorical data are presented as absolute frequencies and
percentages. Quantitative data are presented as meanand standard deviation. Normality
was assessed by Shapiro-Wilk test. The Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were
used to compare the DOI and lesion size with IHC markers. Student's t-test and ANOVA
were used for age analysis. Other associations were verified using Fisher's Exact and
Chi-Square tests. Statistical significance was set at P < 0.05. Analyses were performed
using SPSS statistical software (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0.
Armonk, NY: IBM Corp., USA).

Results

A total of 41 cases of vulvar SCC were analyzed, of which 28 had videovulvoscopic
images available for correlation.

The average age of the patients was 72.1 years (range: 45-90 years old). Of the 28
cases that had videovulvoscopic images available, 20(71.4%) were Caucasian and 8
(28.6%)were black. In these 28 cases, most lesions were located in left labia majora
(n=9, 29%), followed by right labia minora (n=7, 22.6%), and vaginal introitus (n=7,
22.6%). Most patients had only one lesion (n=25, 89.3%). Three (20.7%)patients had two
concomitant SCC lesions. The most frequent lesion type was vegetative/exophytic 16
(51.6%), followed by friable lesion1ll (35.5%). The average size of the vulvoscopic
lesions were 2.5 cm (range: 0.4-5 cm). The diagnostic impression of videovulvoscopy
examiners was accurate in 18 (69.2%) of the cases (Table 1 and 2).



Table 1. Pathological and immunohistochemical characteristics of the cases.

n % Valid Mean SD* Median

Type of SCC (n=41) Keratinized 31 75.6%
Keratinized and 3 7.3%
verrucous
“Warty” 1 2.4%
Keratinized and 3 7.3%
ulcerated
Keratinized and 3 7.3%
basaloid

Inflammatory Mild
infiltrated (n = 41) Moderated 19 46.3%
Accentuated Cidd 7.3%

Depth tumor 1.6 (0-5-
invasion 6.2)

(mm)

(n=41)

p53 (n =41) 0% 8 19.5%
1%-9% 3 7.3%
10%-24% 13 31.7%
25%-49% 7 17.1%
>=50% 10 24.4%

PDL1 (n=41) Positive 7 17.1%
Negative 34 82.9%

* SD- Standard deviation

** Two of those were PDL1 positive(p = 0.055).



Table 2. Vulvoscopy characteristics

Skin color (n = 28) White
Black 8 28.6%

Vulvoscopic
characteristics of the
lesions (n = 31)***

Location Right labia minora 7 22.6%
Left labia minora 4 12.9%
Right labia majora 4 12.9%
Left labia majora 9 29.0%
Vaginal Introitus 7 22.6%
Perianal 1 3.2%
Perineum 3 9.7%
Clitoris 3 9.7%

Number of lesions in One 25 89.3%
each patient in
vulvoscopy (n = 28)

Two 3 10.7%

* SD- Standard deviation, ** 2 of the cases did not have diagnostic impression, ***n = 31 because three patients had two lesions each,
plus 25 patients with one lesion each
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With regard to the anatomopathological aspects, keratinized SCC was the most frequent
histological type 31 (75.6%). Ulceration was present in approximately 20 (48.8%) of the
cases. Inflammatory infiltrate was mild in 19 (46.3%), moderate in 19 (46.3%), and
accentuated in 3 (7.3%) of cases. The mean DOI was of 1.6 mm (range: 0.5-6.2 mm).
Lymphovascular space invasion was observed in 2 (5%) of the cases.

Considering the IHC markers, p16 was positive in 10 (24.4%) and PDL1 was positive in 7
(17.1%) of the patients. p53 was abnormal in 18 (43.9%) cases: absent in 8 (19.5%)and
overexpressed in 10 (24.4%) of the cases. Theexpression of p16 and p53 were inversely
correlated: pl6-positive caseshad a normal expression of p53; pl6-negative cases,
presented abnormal p53 expression (p = 0.025).

There was no significant correlation between PDL1 and pl6 expression, nor PDL1 and
p53 expression.

Table 3. Correlation between expression of immunohistochemical markers p16, p53, and PDL1, and
deep tumor invasion in biopsy samples of vulvar SCC (n = 41)*.

Deep tumor invasion in the

biopsy sample (mm) p
Mean SD** Median
pl6 Positive 1.1 0.4 1.2 0.014
Negative 1.8 1.0 1.5
p53 1%-49% 1.4 0.6 1.3 0.041
0% or 19 1.2 1.6
>=50%
PDL1 Positive 2.2 1.9 1.4 0.578
Negative 1.5 0.6 1.5

Eu deletaria essa coluna da Mediana, pq estas usando a média para os célculos.Essa tabela e as outras tb
estdo formatadas de um jeito estranho. Pode tirar essas areas cinzas e colocar no formato cientifico: sem
as laterais.Alias, eu tiraria as medianas de todas as tabelas (eu deletei da descricdo estatistica tb).

* Student’s t-test and analysis of variance were used for age x markers. The Mann-Whitney's and Kruskal-
Walllis tests were used to determine the correlation between depth of tumoral invasion in the biopsy sample
x markers, as normality was not observed in the Shapiro-Wilk test.

** Standard deviation
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The average DOI was 1.1mm in p16-positive casesversus1.8mm in pl6-negative ones (p
= 0.014). In cases with abnormal p53 expression, the mean DOl was 1.9mm,
versusl.4mm in the group with normal p53 expression (p= 0.041). (Table 3).

Regarding to the inflammatory infiltrate, the majority of those with accentuated
inflammatory cells (2 from 3 cases) were PDL1-positive (p = 0.055).

Lymphovascular space invasion was observed only in 2 cases: both were p16- negative,
and one was PDL1-positive with abnormal p53 expression.

Discussion

This study was designed to evaluate the clinical, histological, and immunohistochemical
profiles of patients with vulvar SCC in southern Brazil over a six-year period. The profile
of our patients was mostly composed by older patients (mean age of 72.1 years old), with
abnormal p53 expression and a mean DOI of 1.6mm. The lymphovascular space
invasion was not frequent.

In contrast to previous reports, we did not find a decline in the mean age of patients with
vulvar SCC.1% Four patients were under 60 years of age: 3 of them aged over 50 years,
and only 1 patient was45 years old patient with a previous history of vaginal high grade
squamous intraepithelial lesion (HSIL) caused by HPV.

In terms of lesions’ location, most of them occurred in the labia majora and minora, which
is consistent with a previous report. ¢

The histopathological analysis showed no correlation with IHC markers, indicating that
themorphology is not pathognomonic of vulvar SCCetiology.*? In our samples, 25.8% of
keratinized SCC werepl6-positive, suggesting an HPV correlation, despite the
anatomopathological aspect.

In our study the frequency of cases with an abnormal p53 expression (44%) was higher
than pl6 positivity (24%). It suggests, in contrast to previous reports, that the most
common etiology of vulvar SCC in our sample was not HPV-related.® We also
observed an inverse correlation between p53 and pl6 expressions, demonstrating that,
although the HPV carcinogenic pathway is known to affect p53, this is not very frequent
in vulvar SCC.®? In terms of the DOI in the biopsy specimens, we found interesting data.
The average DOI was 1.1 mm in pl6-positive cases and 1.9 mm in cases with abnormal
p53,inferring that the DOI tend to be greater in vulvar SCCs not HPV-related. It is
important to point out that evaluation of the DOI can be challenging in biopsy specimens,
especially when it is less than 1 mm, because of the possibility of underestimating the
actual DOL.®>2®However, in cases where the DOI is >1 mm, it would be helpful in
accurately approaching the inguinal lymph nodes. In our samples, the mean DOI was 1.6
mm, which suggests that in most cases the patients’ inguinal lymph node compartment
would need to be evaluated.

We found no association between lymphovascular space invasion and pl6 expression.
However, only two cases presented invasion in our cohort. Both cases were pl6-
negative, one of them was PDL1-positive and another one had p53 abnormal expression.
It should be considered that the small number of cases evaluated could affect these data
correlation.

Previous studies suggest that the presence of inflammatory infiltrates may be related with
a better prognosis, since it is a sign of immune response.®??27 In our samples, there was
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an association of PDL1 expression and more accentuated inflammatory infiltrate. This
may be predictive of better response to immunotherapies targeted at blocking the
PD1/PDL1 interaction. 21

The main limitations of our study are the sample size and the fact that the histological
analysis was performed in punch biopsies specimens, without correlation with the final
anatomopathological analysis. However, we should ponder the scarcity of vulvar SCCper
seand of the studies about it. Despite these limitations, we believe that this study brings
valuable information to the clinical, histological, and immunohistochemical profile of
patients with vulvar SCC in Southern Brazil.

Conclusion

Our study population did not show a reduction in the mean age of vulvar SCC patients,
considering the classical age of the onset of the malignancy (usually >60 years old). Most
vulvar SCC cases in the study were not HPV-related. These two findings suggest that
vulvar SCC etiology pattern did not change in our sample.

We identified an inverse association between abnormal p53 and p1l6 expression, and a
direct relation between a higher DOI and an abnormal p53 expression.

It was observed an association of PDL1 expression and the presence of accentuated
inflammatory infiltrate.

Further studies with larger sample size and follow up of the patients would help to
elucidate the clinic and pathological profile in vulvar SCC and their prognostic impact.
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5. CONCLUSOES

De acordo com 0 que nos propusemos a analisar nesta pesquisa, néo
encontramos na amostra analisada uma meédia de idade menor do que aclassicamente
demonstrada (acima dos 60 anos de idade). Assim, ndo confirmamos a tendéncia de
reducdo de faixa etaria em nossa populacdo, como tem sido visto em trabalhos mais

recentes.

Pudemos verificar uma relacdo inversa entre a expressao alterada dop53 (seja
completamente ausente, seja expressa em mais de 50% das células tumorais) e a
auséncia de expressdo do marcador pl16. Tal fato esta alinhadoao perfil etario de nossa
amostra, uma vez que a alteracdo do p53 € comumente relacionada a casos ndo ligados

a via do HPV, que ocorrem em mulheres acima dos 60 anos.

Também demonstramos correlacdo entre uma maior profundidade de invaséo
tumoral na amostra e a expressdo anormal do p53, assim como uma correlagcdo entre
menor profundidade e a expressdao do p16. Em nossa amostra, a invasdo media foi de
1,6 mm, ultrapassando o ponto de corte del mm, que determina indicacdo de estudo

linfonodal.

Notou-se uma tendéncia da expressdo do marcador PDL1 aparecer relacionada a

maior infiltrado inflamatorio.

Quanto a invasdo linfatica, em nenhum dos casos analisados havia a presenca do
pl6 associado. Tal achado pode estar relacionado a possibilidade de melhor prognostico
associado ao CEC de vulva que surge através da via do HPV, conforme visto na

literatura. Todavia, em nossa amostra, apenas dois



casos possuiam invasdo linfatica, e deve ser considerado o pequeno contingente

desse grupo amostral.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo visa iniciar uma avaliacdo a respeito do perfil epidemiologico

do carcinoma de vulva em um grupo populacional do sul do Brasil.

O laboratério que recebeu as amostras para analise é referéncia em anatomia
patoldgica no estado do Rio Grande do Sul e recebe cerca de 36 mil casos por ano para

analise — destas, cerca de 800 sdo lesdes vulvares, advindas de diversas cidades.

Uma das limitacdes do trabalho € a pequena amostra analisada. No entanto, deve

ser considerada a baixa frequéncia do cancer de vulva na populagéo.

A continuidade desta analise e sua ampliacdo tambem para o perfil
epidemiologico de lesdes precursoras tumorais (NIVS) pode auxiliar na melhor
compreensdo do desenvolvimento do cancer de wvulva; fornecer um melhor
embasamento para sua prevencao e tratamento, e contribuir na analise do progndstico da

doenca.
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APENDICE A - Instrumento de coleta de dados da vulvoscopia anatomopatologia e imunohistoquimica

NUumero de registro do AP:
NUumero de registro do caso:
Data da coleta:

Exames prévios:

Nome:
Idade:
Cor da pele:

Vulvoscopia

NUumero de lesdes: Localizacéo:
Pequeno labio esquerdo( ) Clitéris ()
Pequeno labio direito( ) Inguinal ( )
Grande labio esquerdo ( ) Perineal ( )
Grande labio direito ( ) Regido pubiana ()
Intréito vaginal () Desconhecido( )
Perianal ()

Caracteristicas clinicas:

Ulceragdo ( ) Pigmentada ( ) Papular () Granular ( ) Friavel ()
Ceratdtica/placa leucoplasica ( ) Espessamento epitelial ()

Liquendide ( ) Verrucosa ()

Exofitica ( ) Polipéide ( ) Acromia () Hipercromia ()

Epitélio acetobranco () Necrose () Vasos atipicos () Nodular () Eroséo ( )Desconhecido ()
Tamanho (cm):

Impresséao diagndstica:
Cancer ()

Liquen escleroso ()
HPV ()

NIV/HSIL ()

Ceratose ( )

Outros ( )
Desconhecido ()
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Anatomopatologico (AP):

CEC queratinizado usual ( )

CEC queratinizado usual e verrucoso ( )CEC

queratinizado usual “warty” ( ) CEC

queratinizado usual e ulcerado ( ) CEC

queratinizado usual e basaléide ()

Espessura da invasdo tumoral na amostra da biépsia (mm):
Presenca de ulceracdo no AP: Sim () Né&o ()

Infiltrado inflamatdrio: Leve ( ) Moderado( ) Acentuado ( )

Invaséo linfatica: Sim ( ) Néao ()

Comentarios:

NIV/HSIL prévia conhecida: Sim () Néo ( )

Marcadores imunohistoquimicos

pl6 ()
p53 ()
PD-L1 ( )

Tem imagens vulvoscoépicas: Sim ( )Nao ( )

Comentarios:

Apéndice 2. Passos da  preparacdo das laminas para analise
imunohistoquimica.

1. SecOes de 3 micra nas pecas em microtomo rotatorio (LEICA RT 2150),fixacéo
com formalina a 10% e embebimento em parafina;

2. Montagem em laminas de vidro revestidas com silano  (3-
aminopropilsilano);

3. Laminas desparafinizadas em forno histoldgico (De LEO®) a umatemperatura
de 60 graus celsius por 30 minutos.
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