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MARCADORES MOLECULARES

EM CARCINOMAS DE VULVA

ASSOCIADOS AO HPV

— ANALISE DE p16 E Ki-67:

REVISAO BIBLIOGRAFICA*

JACQUELINE TEIXEIRA DA SILVA, VERA APARECIDA SADDI,
ANDREAALVES RIBEIRO

Resumo: o cdncer de vulva é um tumor raro entre as mulheres. O objetivo
do estudo foi realizar uma revisdo da literatura verificando a associagcdo dos
marcadores moleculares pl16 e Ki-67 nos carcinomas vulvares associados a
infeccdo por Papilomavirus humano (HPV). Foram encontradas as proteinas
pl6 e Ki-67 associadas a infec¢do pelo HPV pelo método de imunohistoqui-
mica, facilitando o diagnostico precoce desta neoplasia.

Palavras-Chave: Carcinoma de células escamosas vulvares. Neoplasia intra-
epitelial vulvar. Papilomavirus humano. P16. Ki-67.

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS VULVARES

cancer de vulva € um tumor epitelial maligno relativamente raro

(RUMBOLD et al., 2012), heterogéneo, caracterizado como Papilo-

mavirus humano (HPV) positivo ou negativo (HAMPL et al., 2006;
SHUKLA et al., 2009).

Estes dois tipos diferentes de carcinoma vulvar apresentam diferentes
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, patolégicas e moleculares, sendo
assim considerados como duas classes separadas (PINTO, 2002; DE SAN-
JOSE et al., 2013; PINO et al., 2013).

Tumores com positividade para HPV tém uma tendéncia a serem nao
queratinizados, tumores basaldides ou de verrugas, muitas vezes cercados por
Neoplasia Intraepitelial Vulvar (NIV) tipo usual associados com as mulheres
mais jovens (HAMPL et al., 2006; KNOPP et al., 2009). Por outro lado, o
cancer vulvar com subtipo verrucoso e alguns casos de lesdes pré-cancerosas
da NIV, ndo estdo associados com a infeccao por HPV (SHUKLA et al.,
2009). Este tipo é frequentemente encontrado em mulheres mais velhas com
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histérico de liquen escleroso classificado como carcinomas de células escamosas que-
ratinizantes, unifocais e mais agressivos (HAMPL et al., 2006).

Nos tumores com diagndstico positivo para o HPV, dificilmente sdo encontradas
mutagdes genéticas significativas e ocorrem associacdes do virus com outros fatores de
risco. De acordo com a etiologia do carcinoma, o status ndo relacionado intimamente
com o virus envolve tanto a participacdo genética quanto os fatores inerentes ao hos-
pedeiro (DE SANJOSE et al., 2013).

O tipo mais comum de tumor vulvar € o carcinoma de células escamosas (CEV),
seguido de melanoma, carcinoma de células basais e adenocarcinoma (WHO, 2010).
O tumor vulvar de células escamosas se apresenta composto de células escamosas de
diferentes graus de diferenciacdo e (SUTTON et al., 2008) geralmente € solitério, for-
mando uma papula ou placa verrucosa hiperqueratética com sintomatologia semelhan-
te as observadas com NIV (SIDERI et al., 2005). Os carcinomas do tipo basaléide e de
verruga surgem a partir da NIV do tipo usual, e sdo células indiferenciadas lembrando
células basais que substituem a espessura de toda a epiderme, que € geralmente plana
e ndo papilar (PINO et al., 2013).

EPIDEMIOLOGIA

O cancer de vulva € raro entre as mulheres em todo o mundo, apresenta maior
ocorréncia em mulheres pés-menopausadas com aproximadamente 66% dos casos diag-
nosticados naquelas com idade maior ou igual a 70 anos (WHO, 2010; RUMBOLD et
al., 2012; MAGNUSSEN et al., 2013). Diversos estudos revelam ser a quarta neoplasia
ginecoldgica mais comum, com uma estimativa de 27.000 novos casos em 2008 (BRUNI
etal., 2014) e incidéncia de 1,5-2 por 100.000 mulheres por ano (TACHEZY et al., 2011).

Nos Estados Unidos, 3.740 novos casos foram diagnosticados e 880 mortes con-
tabilizadas no ano de 2005 (HAMPL et al., 2006). Para o National Cancer Institute
(NCI) Surveillance Epidemiology, and End Results (SEER), Cancer Statistics Review
uma estimativa de 3.460 casos de cancer vulvar foram esperados para diagndstico nos
Estados Unidos em 2009 (ZANNONI et al., 2011). A incidéncia deste cancer situa-se
entre 0,5 e 1,5 por 100.000 casos observados em vérias populacdes européias (Escdcia,
Dinamarca, Espanha, Itdlia) (HAMPL et al., 2006; SHUKLA et al., 2009 ), a0 mesmo
tempo apresenta baixa incidéncia na Africa Sub-Saariana, Sudeste da Asia e América
Latina (DE SANJOSE et al., 2013).

O cancer vulvar € cerca de seis vezes menos frequente que o cancer do colo
do utero (HAMPL et al., 2006; SHUKLA et al., 2009). Em todo o mundo, cerca
de 60% de todos os casos de cancer vulvar ocorrem em paises desenvolvidos,
indicando o impacto limitado dos programas de rastreio do colo do ttero para pre-
venir canceres vulvares e vaginais (WHO, 2010). A incidéncia do CEV no Brasil
¢ uma das mais altas do mundo (PINTO, 2002). Os ultimos registros mostram
que as capitais de Sao Paulo (510 casos), Aracajui (10 casos), Cuiaba (12 casos),
Fortaleza (17 casos), Belo Horizonte (33 casos) e Goiania (34 casos) sdo locais
com numero significativo de casos diagnosticados entre o periodo de 2003 e 2007
(BRUNI et al., 2014).
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FATORES DE RISCO E COFATORES RELACIONADOS AO CANCER DE VULVA
Infecgdo por Papilomavirus Humano

O HPV € um virus de DNA, com mais de 189 tipos sequenciados e classifica-
dos em baixo e alto risco oncogénico. Apresenta um tropismo para células do epitélio
basal, onde o ciclo de vida do virus estd intimamente associado com o processo de
diferenciacdo da célula epitelial hospedeira (MUNGER et al., 2013).

O genoma do HPV ¢€ constituido por aproximadamente oito regides de leitura
aberta (open reading frames-ORF), composta por pelo menos seis genes que se ex-
pressam precocemente e dois genes que se expressam tardiamente, sendo denomina-
dos respectivamente, genes E (Early) e genes L (Late). A regido E € formada pelos
genes E1, E2, E4, ES, E6 e E7. Dentre esses, E1 tem relacdo com a replicagdo viral,
E2 com a transcri¢do e replicacdo, E4 com a maturacdo viral e alteracdo da matriz
intracelular. O gene ES correlaciona-se com a proliferacdo celular, e E6 e E7 sdo os
genes envolvidos na transformacao celular e carcinogénese (DOORBAR et al., 2012;
PERALTA-ZARAGOQOZA et al., 2013).

As oncoproteinas E6 e E7 sao responsaveis pela indu¢do, bem como, a manifes-
tacdo da transformacao fenotipica das células, particularmente pela inativa¢do do con-
trole do ciclo celular e mecanismos de apoptose. Ambas as proteinas, E6 e E7, podem
favorecer a multiplicacao das células alvo (SNIJDERS et al., 2006; DOORBAR et al.,
2012; PERALTA-ZARAGOZA et al., 2013). Este fendmeno ocorre devido a interacdo
dos genes virais com proteinas reguladoras do ciclo, p53 (auxilia no reparo do DNA e
apoptose) e a proteina do retinoblastoma - Rb (controla a transi¢ao entre fase G1 e S)
ocorrendo uma ativacao de defeitos na fase mitdtica e instabilidade gendmica. Quando
E6 induz a degradacgdo de p53, tem-se a inibicio da expressdo de genes envolvidos na
apoptose, impedindo uma parada do ciclo celular e levando a célula a imortalizagao.
Seu papel no processo de transformacdo se dd em unido com E7. A oncoproteina E7
nos HPVs de alto risco se liga a proteina Rb permitindo que o substrato da Rb (E2F)
ative a progressao do ciclo para a fase S, ocorrendo assim a proliferacao celular (PIN-
TO, 2002; WOODMAN et al., 2007; ZAMORA et al., 2009; MUNGER et al., 2013).

O CEV esta associado com infec¢dao por HPV em 9 a 57% dos casos e, € acei-
ta como um contribuinte essencial para o desenvolvimento de NIV usual, mostrando
uma forte intera¢do do virus em células e progressao neopldsica (KNOPP et al., 2009).
A infeccdo por HPV de alto risco representa 5% de todos os canceres humanos (MUN-
GER et al., 2013), e na maioria das mulheres com tipo basaléide e de verruga no can-
cer vulvar os tipos 16, 18, 31 e 33 sdo os tipos de HPV mais frequentemente detectados
e os tipos 6 e 11 sdao mais raros (KOYAMATSU et al., 2003).

Liquen Escleroso
Liquen escleroso € uma desordem inflamatdria cronica da pele que acomete a area

genital podendo afetar homens e mulheres de qualquer idade. Suas lesdes caracterizam-se
pela presenca de placas esbranquig¢adas e degeneracao de células basais (PINTO, 2002).
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O liquen escleroso na vulva estd envolvido com o desenvolvimento do CEV, e
em transformagdes malignas podendo atuar como um precursor para outras doengas
genitais como hiperplasia escamosa vulvar (TAYLOR et al., 2007), mas o liquen ndo
¢ considerado uma condi¢do pré-neopldsica, pois confere somente um risco maior do
que esperado para o carcinoma (ROBBINS, 2005).

Sua progressdo é desencadeada a partir de fatores imunolégicos e predisposi-
cdo genética, que requer um desenvolvimento de alteragdes em genes do hospedeiro,
acumulando no epitélio escamoso vulvar, ocorrendo o processo de envelhecimento
e o desenvolvimento de células atipicas (PINTO, 2002; GUERRERO-SETAS et al.,
2013). Uma porcentagem de 3% a 7% das mulheres com liquen escleroso vulvar es-
tao em risco de CEV, podendo converter em carcinoma vulvar em 4 a 6% dos casos
(BAYARD et al., 2013).

O tabagismo, como um dos mais importantes fatores comportamentais, foi in-
dicado como um fator de risco para o cincer genital e como um cofator para infeccdo
por HPV nos tumores vulvares (PINTO, 2002).

A presenca de nitrosaminas especificas do tabaco no muco do trato genital femi-
nino confirma os questionamentos sobre a influéncia positiva do tabaco nesses tumores
(PINTO, 2002). Variacdes genéticas nas citocinas Th1, mostram modificagdes no risco
de cancer vulvar para fumantes, onde 67% dos individuos com cancer vulvar sio taba-
gistas (RUMBOLD et al., 2012).

A maior parte dos casos de carcinoma de células escamosas queratinizantes € ob-
servada em mulheres pés-menopausadas, mostrando a influéncia de fatores hormonais
sobre o desenvolvimento do cancer (ZANNONI et al., 2011). As malignidades epiteliais
decorrentes da vulva nao sdo por sensibilidade hormonal, mas os receptores de estrogé-
nio foram vistos com um maior envolvimento com o desenvolvimento do cancer vulvar.
Zannoni et al., (2011), mostram em seu estudo que hd modificacdes no tempo e expressao
de uma proteina receptora para estrogénio identificando uma transi¢cao do epitélio normal
a cancer invasivo em pacientes idosos com carcinoma de células escamosas vulvares.

Fatores Progndsticos

Transformagdes malignas sdo determinadas a partir de uma sequéncia de eventos
genéticos e epigenéticos, envolvendo alteracdes no ciclo celular permitindo o cresci-
mento de células transformadas, podendo ocorrer invasdo local e metastases (LERMA
et al., 2002). A passagem de focos de tumor para além de seu sitio primdrio é conheci-
do como metastase (ROBBINS, 2005).

Metastases em cancer ginecoldgico sdo comuns, € ocorrem por alcancar um cami-
nho hematolégico e ou linfatico do organismo (PABUCCU et al., 2012). No entanto, a
ocorréncia de metdstases em carcinomas vulvares ndo € frequente, constituem 5 a 8% e
ocorrem de forma lenta manifestando-se tardiamente (LERMA et al., 2002; PABUCCU
et al., 2012). Os fatores de risco mais importantes para ocorréncia de metéstase envolve o
aspecto clinico do nédulo, idade ao diagndstico, grau de diferenciacio, estdgio e tamanho
do tumor, profundidade de invasdo do estroma e presenca de invasio do espaco linfovas-
cular ACOPONI et al., 2013). Diversos estudos definem que o tamanho do tumor, maior
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invasao do estroma e da margem livre inferior de excisdo sdo considerados fatores prog-
nosticos de recorréncia, mas o fator progndstico mais importante em CEV € a presenca
de linfonodos regionais metastaticos IACOPONI et al., 2013; ARAGONA et al., 2014).

Carcinomas vulvares geralmente apresentam um bom progndstico quando de-
tectado e tratado em estdgios mais precoces. Os critérios que predizem a sobrevida
do paciente estdo relacionados com o estado dos nédulos inguinais no momento do
diagnéstico, sendo que em pacientes onde niao houve envolvimento de ganglios a so-
brevida chega a 90% (IACOPONI et al., 2013). Os planejamentos terapéuticos sao
realizados com base nos aspectos relacionados ao hospedeiro, estadiamento seguindo
a nomenclatura TNM, metéstases, condicdo dos linfonodos e aspectos moleculares
relacionados (INCA, 2004; TRIETSCH et al., 2013).

Estudos objetivando o desenvolvimento de biomarcadores podem auxiliar na
distin¢do de produtos da transformacao de infeccdes por HPV e identificar precoce-
mente a gravidade da doenga (ROELENS et al., 2012). Contudo, os tumores vulvares
que apresentam positividade para HPV t€m sido diagnosticados com melhor prognés-
tico do que os tumores HPV negativos (HAMPL et al., 2006; KNOPP et al., 2006).

Nas NIVs, bem como os carcinomas adjacentes, a expressao de biomarcadores
tem mostrado uma eficiéncia na identifica¢do das lesdes habituais (HOEVENAARS et
al., 2008), e sdo estudados no objetivo de reduzir a incidéncia mundial desses tumores
(HAMPL et al., 2006; OLSEN et al., 2012). Uma quantidade grande de marcadores
tem sido implicados na patogénese e progressao do CEV como pl6, p21, pl4, p27,
ciclina A, ciclina D1, p53, VEGF, TGFa , HER- 2 e EGFR. A infec¢dao por HPV e
outras proteinas como pl6 sdo vistas contribuindo com informacdes para garantir o
progndstico do carcinoma (KNOPP et al., 2009).

Dentre os métodos moleculares diagndsticos para a detec¢cao de HPV desta-
cam-se as técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), Captura Hibrida e
Hibridizacao in situ. Sdo técnicas extremamente sensiveis que utilizando de pri-
mers ou sondas auxiliam na identificagdo dos grupos ou tipos do virus relaciona-
dos. Assim como para o DNA do virus outras técnicas como imunohistoquimica,
imunoperoxidase e PCR colaboram na identificagdo de marcadores moleculares
(GRAVITT et al., 2000).

O método de imunohistoquimica é o mais comumente utilizado para identi-
ficacdo de antigenos nos tecidos pesquisados, possibilitando a localizacdo e grau de
distribui¢do de proteinas e biomarcadores que foram expressas pelo organismo. Esse
método tem um principio de ligagcao especifica de anticorpos e antigenos e juntamente
com a triagem facilita as op¢des de tratamento e encontro de resultados (GRAVITT et
al., 2000; MOLINA et al., 2004).

MARCADORES MOLECULARES NO CARCINOMA DE VULVA
Proteina P16

A pl6 € uma proteina supressora de tumor que pertence a familia dos inibido-
res de quinase dependente de ciclina-INK4, sendo um produto de genes CDKN2A
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que atua suprimindo a atividade de quinases dependente de ciclina 4 e 6 (CDK 4 e 6)
(LERMA et al., 2002; KOO et al., 2013).

Essa proteina € conhecida como um biomarcador para a transformagdo de in-
feccoes por HPV, onde sua expressdo aumentada tem sido associada com displasia de
células infectadas. Sua superexpressao € resultado do controle fisiolégico induzido por
inativacao funcional de pRb pela acdo da proteina E7 de HPV. Uma ciclina (D1) forma
um complexo com a quinase dependente de ciclina 4 ou 6 para efetuar a fosforilacao
de pRb. Quando pRb torna-se fosforilada provoca a libertaciao do fator de transcricao
E2F ativo, induzindo a expressdo de genes fazendo com que as células entrem em es-
tdgio de proliferacdo (ZAMORA et al., 2009; ROELENS et al., 2012).

Em células normais, a expressdo de p16 € silenciada por fendmenos epigenéticos
complexos. Na expressao de pl6 em altos niveis t€ém-se a formagao de um excelente
marcador biolégico para lesdes e canceres associados ao HPV de alto risco, onde a
perda de fungdo de pRb e o aumento da expressao de pl16 parecem ser acontecimentos
precoces na carcinogénese (MUNGER et al., 2013).

A expressao de pl6 parece ser associada aos tumores que contém mutagdes do
pRb em tipos de canceres ndo associados ao HPV, incluindo mama, préstata, pulmao
e carcinoma de ovario (MUNGER et al., 2013). Nos adenocarcinomas cervicais e ade-
nocarcinomas in situ foi visualizado que ha uma superexpressao de pl6 e que esta
apresenta-se fortemente associada com os tipos de HPV 16 ou 18 (RIETHDOREF et al.,
2004).

A infeccdo por HPV e a expressdo de p16 foi relatada também em histérico de
liquen escleroso. Os resultados sugerem que uma fracao do liquen escleroso esta asso-
ciada com a infec¢do por HPV. Nao estd claro se estes casos estdo em risco especifico
de progressao para o carcinoma de células escamosas vulvares ou se o liquen escleroso
e a infec¢do por HPV simplesmente coexistem (BAYARD et al., 2013).

Proteina Ki-67

Ki-67 é uma proteina de localizagdao nuclear, ndo-histona expressa durante as
fases M, G2, S e final de G1 do ciclo celular, avaliada na determina¢do da taxa de
proliferacdo celular (ZAMORA et al., 2009). Esta proteina € um eficiente marcador
de células proliferativas, tem sido associada com um aumento no grau de displasias
cervicais e avaliada como um marcador de prognoéstico adicional de cancer cervical
(ZAMORA et al., 2009).

O aumento da expressdo de Ki-67 também foi identificado em liquen escleroso
e carcinoma de células escamosas da vulva, sinalizando esta proteina como marcador
util para lesdes pré-malignas e malignas. A expressao de Ki-67 também pode estar
relacionada as lesdes associadas com a infec¢do por HPV, no entanto, estas lesdes
apresentaram diferentes padrdes de coloragdo e localizacdo (BAYARD et al.,, 2013),
podendo ser identificadas pela metodologia de imunohistoquimica (GADDUCCI et
al.,, 2012). Este estudo teve como objetivo realizar uma revisao de literatura em bases
de dados nacionais e internacionais investigando a associacao dos marcadores molecu-
lares p16 e Ki-67 nos carcinomas de vulva associados a infeccao por HPV.
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METODOLOGIA

Para a construcdo da revisao foram realizadas buscas em bases de dados SciELO,
PubMed/ Medline e Old Medline, durante o periodo de 2000 a 2013. Consultas sobre
os descritores foram baseados nas listas do MeSH e DeCS. Os seguintes termos em
inglés foram selecionados para a realizac¢do da busca: p16 (INK4A), p16INK4 protein,
Ciclin-Dependent Kinase Inhibitor-2A, KIAAOO67 protein human, vulvar Neoplasms,
Cancer of the Vulva, Vulva Cancer. Em portugués, foram utilizados os termos p16, Ki-
67, cancer de vulva, carcinoma de células escamosas e imunohistoquimica. Os termos
foram combinados na busca evitando que artigos fossem omitidos durante a pesquisa
eletronica. A revisdo bibliogréifica teve como critérios de inclusdo a sele¢do dos artigos
de idioma inglés, portugués e espanhol, pesquisando p16 e ou Ki-67 em carcinoma
vulvar, associacdo do carcinoma vulvar com marcadores moleculares e HPV. Os cri-
térios de exclusdo adotados foram os artigos com data de publicacdo anterior ao ano
2000 e com inadequacdo da questdo estudada. Todas as publicacdes posteriormente
selecionadas foram reavaliadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada uma selecido de doze estudos dentro do periodo estipulado entre
os anos de 2000 e 2013. Alguns autores se preocuparam em relacionar a presenca
dessas proteinas com a infec¢do por HPV entre estudos diferentes, nos quais a maior
parte avaliou a proteina p16, utilizando a metodologia de imunohistoquimica. E a
técnica mais comumente escolhida devido a facilidade em detec¢do e diferenciagcao
de antigenos de uma célula classificando-a uma populacdo heterogénea, facilitando a
localizagdo de marcadores biologicos para complementar o diagndstico promovendo
um melhor progndstico.

Dentre os trabalhos levantados, sete estavam relacionados a pesquisas com
marcador proteina p16. Destes, seis, testaram as amostras para verificar relagdo com
HPYV, e obtiveram resultados satisfatorios, com positividade de HPV de alto risco
oncogénico (16 e 33) na maioria dos casos. O nimero de amostras foi consistente

€ 0s casos positivos para pl6 variaram de acordo com o tipo de carcinoma vulvar
estudado (Tabela 1).

681



Tabela 1: Estudos associando a positividade da proteina p16 em carcinomas vulvares

Proteina P16 em Carcinomas Vulvares

ARTIGO ANO N! Total® HPV? METODOLOGIA
SCCV? N! NIV* N!

Lerma et al 2002 68% 38 69,2% 13 51 NAO PCR
Riethdorf et al 2004  98,6% 71 91% 67 138 SIM Imunohistoquimica
Knopp et al 2006  18,2% 198 68,4% 19 217 SIM Imunohistoquimica
Hoevenaars . L

¢ al 2008 2,5% 40 100% 22 62 SIM Imunohistoquimica
eta
Guerrero-Setas

¢ al 2013 70% 30 0 0 30 SIM PCR
et al
Lavorato-Rocha . o

¢ al 2013 28,8% 139 0 0 139 SIM Imunohistoquimica
eta
De Sanjosé etal 2013  25,1% 1709 0 0 1709 SIM PCR

Legenda: N1 Numero de Casos; HPV2 Papilomavirus humano; SCCV3 Carcinoma de Células
Escamosas Vulvares; NIV4 Neoplasia Intraepitelial Vulvar; Total 5 Total de Amostras de cada
Estudo.

Diversos autores demonstram que o aumento da expressao da proteina p16 ocor-
re devido a ativacdo da oncoproteina E7, que inativa a proteina Rb através de sua as-
socia¢do aumentando E2F (KNOPP et al., 2006). Em neoplasias cervicais observa-se
que a expressao da proteina pl6 estd relacionada a presenca de HPV de alto risco
(RIETHDOREF et al., 2004). Para os carcinomas vulvares parece nao ser diferente.
Knopp et al., (2006) observaram que a expressdo elevada de p16 € significativamente
correlacionada com a presenca de HPV. Dos tumores HPV positivos, 85% tiveram alta
expressao de pl6, enquanto que apenas 15% dos tumores de HPV negativos apresen-
taram tal resultado (Figura 1).

Carcinomas Vulvares Positivos para
p16

120%
100% — —
80% - —
60% | S S
40% - —

> s
0% e @2 e

Figura 1: Relacdo em porcentagem da positividade da proteina p16 nos carcinomas vulvares.
Legenda: SCCV - Carcinoma de Células Escamosas Vulvares; NIV - Neoplasia Intraepitelial
682 Vulvar.
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O trabalho de Hoevenaars et al., (2008), verificou que todas as lesdes intrae-
piteliais vulvares com infec¢do por HPV também apresentaram-se positivas para a
proteina p16. Esta analise demonstra que semelhante aos casos de lesdes cervicais, um
aumento na expressao de p16 difusa no epitélio vulvar indica um processo neoplasico
relacionadas com HPV de alto risco, independentemente do nivel de diferenciacdao
(RIETHDOREF et al., 2004).

A propor¢ao de casos positivos para a proteina p16 mostrou-se relacionada com
a infeccdo por HPV. A porcentagem de casos positivos foi vista tanto em amostras de
carcinoma de células escamosas quanto em neoplasias intraepiteliais vulvares.

A proteina Ki-67 em carcinomas de vulva foi avaliada por cinco pesquisas,
usando metodologia de imunohistoquimica. Poucos estudos foram encontrados para a
andlise de Ki-67, mas nota-se que houve positividade em sua totalidade em NIV. Den-
tre os carcinomas vulvares o mais frequentemente estudado foi carcinoma de células
escamosas. Os autores avaliaram poucas amostras para investigacdo em neoplasias
intraepiteliais vulvares (Tabela 2).

Tabela 2: Estudos associando a positividade da proteina Ki-67 em carcinomas vulvares

Proteina Ki-67 em Carcinomas Vulvares

ARTIGO ANO N! Total> HPV? METODOLOGIA

SCCV: N!' NIV* N

Rolfe et al 2001  100% 1 0 0 1 NAO  Imunohistoquimica

Brustmann et al 2001  100% 22 100% 26 48 NAO Imunohistoquimica

Koyamatsuetal 2002 67,7% 31 0 0 31 SIM  Imunohistoquimica

Taylor et al 2007  100% 9 0 0 9 NAO  Imunohistoquimica

Zannoni et al 2010  100% 16 100% 13 29 NAO  Imunohistoquimica

Legenda: N' Numero de Casos; HPV? Papilomavirus humano; SCCV? Carcinoma de Células
Legenda: Escamosas Vulvares; NIV* Neoplasia Intraepitelial Vulvar; Total® Total de Amostras de
cada Estudo.

Nos cinco estudos avaliados, a expressao de Ki-67 variou de 67,7% a 100%. Nes-
tes estudos, foram encontrados 79 casos de carcinoma de células escamosas vulvares,
com uma expressao média de Ki-67 de 87%. A quantidade de 39 casos de neoplasia in-
traepitelial vulvar foi avaliada, com uma expressao média de Ki-67 de 100% (Figura 2).
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Carcinomas Vulvares positivos para Ki-
67

105%
100% —
95% —
90% —
85%
80%

SCCV NIV
Negativo 13% 0%
W Positivos 87% 100%

Figura 2: Relacéo em porcentagem da positividade da proteina Ki-67 nos carcinomas vulvares.
Legenda: SCCV - Carcinoma de células Escamosas Vulvares; NIV - Neoplasia Intraepitelial
Vulvar.

Zannoni et al., (2011) utilizaram a proteina Ki-67 associada a outras proteinas
relataram alta positividade dessa proteina em carcinoma de células escamosas vulva-
res. Segundo Rolfe et al., (2001), a associacdo de p53 e Ki-67 indica o desenvolvi-
mento de lesdes e carcinomas vulvares malignos além de ser um importante agente na
patogénese do carcinoma de células escamosas vulvares. Assim sendo, este marcador,
como demonstrado nos resultados, € associado a proliferacio celular no epitélio vul-
var podendo permitir a caracterizacdo das possiveis alteracdes ocorridas no epitélio
(BRUSTMANN et al., 2002).

Entre os estudos selecionados para avaliacdo de Ki-67, apenas um dos trabalhos
correlacionou a presenca de HPV e Ki-67, este encontrou uma porcentagem de 68%
entre as amostras de carcinoma de células escamosas com presenca dos tipos de HPV
de alto risco oncogénico (HPV 16 e HPV 18) (KOYAMATSU et al., 2002).

Nas pesquisas de Hoevenaars et al., (2008), as amostras de carcinoma associados
ao liquen escleroso apresentaram-se negativas para infeccao com HPV. Em estudos
recentes Guerrero-Setas et al., (2013) demonstraram que uma associagdo da infec¢do
pelo virus com liquen escleroso é possivel, sendo que 3,7% de suas amostras foram
positivas, mas este por apenas um tipo viral, o HPV 66.

A proteina Ki-67 é considerada um antigeno nuclear expresso nas células duran-
te atividade de proliferagcao (ZANNONI et al., 2011). Sua fun¢do exata € desconheci-
da, mas os pesquisadores tem utilizado a proteina para verificar a quantidade de células
em divisao nas neoplasias (BRUSTMANN et al., 2002). Uma vez que a infeccao por
HPV estimula a divisao celular, sua presenca também deve estar associada a infec¢cao
por HPV, entretanto, os carcinomas de vagina HPV negativos que apresentam altos
indices de proliferacdo celular também apresentardo aumento da expressao de Ki-67.
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Koyamatsu et al., (2002) observaram que o marcador de proliferacdo celular Ki-
67 é raramente relatado em relacdo a neoplasias vaginais e vulvares. Este dado pode
ter sido influenciado a partir do pequeno nimero de amostras. Por outro lado, em um
outro estudo realizado por Rolfe et al., (2001) a positividade para a proteina foi de
quase 100%, com maior frequéncia nos carcinomas de células escamosas vulvares
associados ao liquen escleroso. Esta divergéncia pode ser explicada pela utiliza¢do de
técnicas metodoldgicas diferentes, onde cada uma apresenta particularidades de sensi-
bilidade para marcadores moleculares.

CONCLUSAO

O HPV € um agente etioldgico importante no papel da carcinogénese vulvar.
Nos estudos analisados a infec¢do positiva para o virus foi detectada em 80% dos casos
onde a maioria se apresentou em neoplasias intraepiteliais vulvares. O tipo HPV 16
seguido de HPV 33 foram os mais prevalentes.

As proteinas p16 e Ki-67 foram extensamente estudadas, suas func¢des sdo depen-
dentes da desregulagdo celular e a expressdo dessas proteinas pode ser perturbada por
agentes externos, tais como a infeccao por HPV. Dentre os trabalhos selecionados para
este estudo sua presenca foi encontrada em casos associados ao liquen escleroso, neo-
plasia intraepitelial vulvar e alguns casos de carcinoma de células escamosas vulvares.

Uma melhor compreensao dos aspectos moleculares desta neoplasia e sua intera-
cdo bioldgica com o HPV é fundamental para o reconhecimento do potencial inovador
dos marcadores progndsticos. O que ressalta a necessidade da realizacdo de novas
pesquisas para elucidar a patogenia do carcinoma vulvar.

MOLECULAR MARKERS IN CANCER OF THE VULVA ASSOCIATED WITH
HPV - ANALYSIS p16 AND Ki-67: LITERATURE REVIEW

Abstract: vulvar cancer is a rare tumor among women. The aim of the study was to
review the literature verifying the association of molecular markers p16 and Ki-67 in
vulvar carcinomas associated with infection by human papillomavirus (HPV). The
proteins pl6 and Ki-67 associated with HPV infection by immunohistochemistry me-
thod were found, facilitating early diagnosis of this neoplasia.

Keywords: Vulvar squamous cell carcinoma. Vulvar intraepithelial neoplasia. Human
papillomavirus. P16. Ki-67.
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