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Etiopatogenia do cancer vulvar

Etiopathogenesis of vulvar cancer

Alvaro P. Pinto

"M resumo

Neoplasia maligna vulvar
Etiopatogenia
Papilomavirus humano

Carcinogénese

Existem poucos trabalhos na literatura a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na
patogénese do carcinoma vulvar. Estudos que servem como base para a compreensao destes
mecanismos sao discutidos de forma compreensiva neste artigo de reviséo. As alteracdes
genéticas, a associacdo com o papilomavirus humano (HPV) e outros possiveis fatores
envolvidos na carcinogénese dos tumores vulvares sdo abordados.

abstract IS

There are few publications in the literature about the molecular mechanisms involved in the
pathogenesis of vulvar cancer. Previous and recent studies that pointed out the basic mechanisms
of carcinogenesis at this site are discussed in a comprehensive way by this review article. Genetic
disturbs, association with human papillomavirus (HPV) and other possible factors involved in

Etiopathagenesis

vulvar carcinogenesis are discussed. | (arcinogenesis

Introducao

Entre as neoplasias malignas préprias do sexo fe-
minino, o cancer de vulva apresenta-se como uma das
mais raras, com incidéncia mundial de aproximada-
mente 1,8/100.000 mulheres, aumentando para até
20/100.000 apds a idade de 75 anos. O tipo histolégico
mais freqliente, representando cerca de 90% dos tu-
mores vulvares, é o carcinoma de células escamosas
ou epidermoéide (16, 33). A incidéncia do carcinoma
escamoso vulvar (CEV) no Brasil é uma das mais altas
do mundo (34).

Estudos baseados em dados epidemioldgicos, cli-
nicos, histopatolégicos e moleculares indicam a exis-
téncia de duas categorias de CEV: uma relacionada ao
papilomavirus humano (HPV) e a outra nao (16).

A primeira categoria de carcinomas escamosos
vulvares relaciona-se a doenca sexualmente transmis-
sivel, oncogénica, causada pelo HPV. Devido ao agen-
te etiolégico viral comum, esta classe de tumores
vulvares estd freqlientemente associada a carcinomas
escamosos genitais de outros sitios, principalmente o
cervical. Estes tumores sdo prevalentes em mulheres
com idade inferior a 65 anos. Ha evidéncias de que
dois tipos histoldgicos distintos de carcinomas
escamosos, denominados verrucéides e basaldides,
enquadram-se preferencialmente neste grupo de car-
cinomas vulvares (42) (Figura 1).

A segunda categoria de carcinomas escamosos
vulvares, por sua vez, é de etiologia desconhecida, ndo
estando relacionada com o HPV. Esta classe de tumores
prevalece em mulheres com mais de 65 anos, sendo
trés a quatro vezes mais freqiiente que a primeira (32).

Vulvar malignant neoplasm

Human papillomavirus
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O aspecto histolégico observado é geralmente o de carci-
noma escamoso classico, queratinizante (Figura 1). Alguns
relatos demonstram, ainda, associacdo destes tumores com
doencas inflamatérias idiopaticas vulvares, que incluem a
hiperplasia epitelial e o liquen escleroso (49).

Existem poucas publicacdes a respeito dos mecanis-
mos moleculares envolvidos na patogénese destes dois
grupos relacionados acima. Sao revistos, a sequir, os prin-
cipais trabalhos que servem como base para a compreen-
sdo dos mecanismos patogénicos relacionados ao carci-
noma escamoso vulvar. Estes incluem a inter-relacdo com
o papilomavirus humano (58), principal agente carcino-
génico na cérvice (56, 59), e com outros fatores envolvi-
dos na carcinogénese dos tumores vulvares.

Fatores de risco e vias patogenéticas para o
carcinoma escamoso vulvar

O risco de desenvolvimento do cancer vulvar relacio-
na-se a aspectos comportamentais, reprodutivos,
hormonais e genéticos. Fatores que aumentam este risco
incluem outros carcinomas genitais, doencas inflamatérias
cronicas vulvares, fumo, histéria de verrugas genitais e
carcinomas vulvares incipientes, atualmente denominados
neoplasias intra-epiteliais vulvares (15, 24, 28, 53, 64, 85).
Dados obtidos durante os Gltimos 20 anos corroboram o
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conceito de que o carcinoma escamoso da vulva, ao con-
trério do cervical, origina-se a partir de a0 menos duas
vias patogenéticas (16). Uma consiste na infeccdo pelo
papilomavirus humano, originando uma lesdo precursora
do carcinoma escamoso vulvar, a neoplasia intra-epitelial
vulvar (NIV), a qual, em uma proporc¢do de mulheres, pro-
gride para carcinoma invasivo. Outros fatores de risco as-
sociados com o processo carcinogénico neste grupo in-
cluem fatores imunolégicos, idade e consumo de cigarros.
Sobre o tabagismo, faz-se importante um comentério.
Nitrosaminas especificas do tabaco foram identificadas no
muco do trato genital feminino hd mais de uma década
(27). Na década passada, o consumo de cigarros foi apon-
tado por estudos epidemioldgicos como de risco para o
cancer anogenital (22, 17) e um co-fator do HPV em tu-
mores vulvares associados a este virus (47). Apesar de es-
tas associacdes serem possivelmente verdadeiras, recen-
tes estudos questionam o papel de uma enzima ativadora
destas nitrosaminas — a CYP2D6 — em pacientes portado-
ras de cancer de pulmdo (65) e vulva (12), contrariando
resultados de publicacdes prévias (9). O outro caminho é
menos conhecido, mas provavelmente requer o desen-
volvimento de alteracdes em genes do hospedeiro, as quais
acumulam-se no epitélio escamoso vulvar. Entre os parti-
cipantes deste cenario estéo as doencas inflamatdrias vul-

Figura 1 - Subtipos histoldgicos de carcinoma escamoso vulvar: A. Carcinoma escamoso queratinizante: blocos arredondados de células escamosas com citoplasma abundante e
pérolas crneas; B. Carcinoma basaldide: extensas ldminas de células escamosas imaturas de aspecto basaldide; C. Carcinoma verrucdide: extensas faixas anastomosadas de células
arranjadas de forma similar a lesdo intra-epitelial, com células escamosas pleomdrficas. No detalhe, cavitagdo citoplasmdtica de aspecto semelhante ao observado na coilocitose da

infecgdio pelo HPV
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vares, como o liquen escleroso ou a hiperplasia epitelial, o
processo de envelhecimento e o desenvolvimento de atipia
citolégica. Considerando-se dados morfolégicos e clinicos,
aproximadamente 30% de carcinomas vulvares estao asso-
ciados com HPV e formas classicas de NIV, enquanto uma
mesma propor¢do esta associada com anormalidades
epiteliais, as quais demonstram atipia em um grupo de li-
quen escleroso e hiperplasia, configurando lesGes denomi-
nadas neoplasias intra-epiteliais vulvares diferenciadas. Ou-
tro terco de carcinomas vulvares desenvolve-se na auséncia
de lesdo precursora aparente (44) (Figura 2). Estas duas vias
patogenéticas acima relatadas, estariam ligadas as duas ca-
tegorias de CEV descritas anteriormente.

O fator viral

O papilomavirus humano tem sido proposto como
agente etioldgico para um grande espectro de doencas
do trato genital, entre elas a neoplasia escamosa vulvar
(4, 16). Como no carcinoma cervical (59,75), o HPV é
fortemente associado com um subgrupo de carcinoma
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vulvar e presumidamente atua por meio do desenvolvi-
mento de uma lesdo precursora, a NIV.

Neoplasias intra-epiteliais do tipo cléssico e carcino-
mas invasivos com padrdes de crescimento que se asse-
melham a doenca intra-epitelial (carcinomas intra-
epitelidides ou verrucdides/basaléides) resultam positivas
para HPV em torno de 80% dos casos testados por PCR
(18). Em contraste, tumores compostos por epitélio esca-
moso queratinizante bem diferenciado (carcinomas quera-
tinizantes), ou associados a hiperplasias vulvares, liquen
escleroso ou atipias (NIV diferenciado), resultam positivos
apenas em 13,3% a 16,4% dos casos (4, 57, 73). A maior
parte dos estudos concorda que o tipo 16 é o mais
freqlientemente encontrado, sequido de longe pelos ti-
pos 33 e 18 (10, 25, 31, 57). O HPV 16 é o protétipo do
HPV de alto risco em neoplasia vulvar, ocorrendo em apro-
ximadamente 80% dos tumores HPV positivos.

O ciclo de vida do HPV estd intimamente associado
com o programa de diferenciacdo da célula epitelial hos-
pedeira (70). O papilomavirus humano infecta as células

Mucosa escamosa vulvar

Envelhecimento
Sistema imune
Fumo

Perda alélica

HPV Estimulo inflamatorio

NIV classico M Liquen escleroso e hiperplasia

HPV

Integracao viral, amplificagdes de 3q, outras mutagdes nas células hospedeiras

Carcinoma de células escamosas, invasor
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Figura 2 - Diagrama demonstrando os vdrios caminhos patogenéticos do carcinoma escamoso invasivo vulvar. NIV = neoplasia intra-epitelial vulvar
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basais do epitélio por meio de defeitos na mucosa
escamosa. Uma vez nas células, a expressao do virus é fir-
memente controlada e a replicacdo inicia-se em funcao da
maturacdo epitelial. Este processo é associado com a ex-
pressdao de genes estruturais tardios e a producdo de
capsideos virais e/ou proteinas tardias (L1 e L2), na super-
ficie epitelial. O fato de as células superficiais serem sub-
metidas a diferenciacdo impede a transformacao neo-
plasica. Além disso, as influéncias regulatérias de certas
unidades de traducdo do HPV (ET e E2), no contexto do
ciclo viral normal, podem impedir a expressdo de seqlién-
cias criticas para a transformacdo neoplasica nas células
em replicacdo (Figura 3).

Papilomavirus associados a cancer, como o HPV 16,
tipicamente ndo progridem de maneira regular em dire-
¢do ao processo de maturacdo viral, acumulando-se no
epitélio infectado. Aceita-se que a expressdo desregulada
de oncogenes virais, especificamente E6 e E7, ocorra na
populacao celular em replicacéo (células parabasais) e al-
tere irreversivelmente suas caracteristicas de crescimen-
to(50) (Figura 3). De maneira semelhante as onco-
proteinas de outros virus de DNA, como o adenovirus e o
virus simio 40, as proteinas E6 e E7 do HPV interagem
com proteinas reguladoras do ciclo celular, como o p53
e a proteina do retinoblastoma (pRb) (21, 80). Além dis-
so, inducdo de defeitos mitéticos e instabilidade genémica
também ocorrem como conseqiiéncia da acéo destes dois
genes, que induzem (E7) e potencializam (E6) distUrbios
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mitoticos relacionados a duplicacdo anormal de
centrossomas (20).

Em algum momento na patogénese do carcinoma,
geralmente no ponto de transicdo entre a doenca intra-
epitelial e a invasiva, o virus é covalentemente ligado ao
DNA cromossomico. Diferente da integracdo do DNA
viral no genoma do hospedeiro, que é aparentemente
randomica (13, 60, 68), a integracao do genoma viral
no DNA da célula carcinomatosa hospedeira ocorre sem-
pre entre E1 e E2, resultando na perda ou alteracdo de
E2, enquanto outras regides do genoma viral permane-
cem intactas (6, 66). O produto do gene E2 é uma pro-
teina ligante de DNA que tem um papel indireto na trans-
formacdo, por meio da regulacdo da transcricdo do
promotor de E6/E7 dos HPV 16 e 18 (8, 61, 72). Deste
modo, a integracdo e a perda da funcdo de E2 resultam
na producdo excessiva das proteinas E6 e E7 (77); ET,
por sua vez, tem atividade helicase, a qual influencia po-
sitivamente a replicacdo de DNA. Conseqiientemente, a
perda funcional de ambos os genes pode contribuir, di-
reta ou indiretamente, para a perda da funcdo viral nor-
mal e desenvolvimento de imortalizacdo da célula hos-
pedeira (2).

Fatores do hospedeiro
A maior parte dos carcinomas vulvares (cerca de 70%)

ndo parece estar relacionada ao HPV (32, 57). Este gru-
po de tumores apresenta e é precedido por alteracdes

Elementos responsivos virais (E1 e E2) e do hospedeiro

Reguladores positivos e negativos da transcrigao viral

LCR EG

E7
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Interagdo com proteinas do
hospedeiro (p53, pRb)

+

Atividade helicase critica para a
replicacao viral

Ruptura genomica (integracao)
nesta area interrompe as fungdes
auto-reguladoras virais

Figura 3 - £squema demonstrando os principais elementos virais envolvidos no processo de oncogénese: a expressdo dos oncogenes E6 e E7 e a integragéo do genoma viral,

a qual rompe o controle regulatério de elementos de E1 e E2 sobre a transcrigio
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genéticas especificas verificadas por estudos de clona-
lidade e perda alélica, entre outros que serdo discutidos
a sequir.

Gene supressor de tumor p53

Estudos genéticos moleculares tém associado muta-
¢des em p53 a tumores HPV negativos. Trés artigos
correlacionaram cuidadosamente mutacdo em p53 e a
presenca de HPV em tumores vulvares. Kim et al., Lee et
al. e Milde-Langosch et al. encontraram uma forte corre-
lagdo entre mutacdes em p53 e canceres vulvares HPV ne-
gativos (40, 43, 48). Tumores vulvares HPV positivos, a
exemplo de seus pares na cérvix, raramente apresentam
mutacdes. Estudos imunoistoquimicos ndo tém obtido su-
cesso em discriminar tumores HPV negativos, devido ao
fato de a expressao aumentada da proteina p53 poder
refletir outros fendmenos além de mutacdo genética (38,
79). Apesar deste fato, um estudo recente demonstrou que
alteracdes neste gene parecem estar envolvidas no desen-
volvimento de NIV diferenciado e que a imunoistoquimica
para a proteina p53 pode ser Gtil no diagnéstico diferen-
cial desta entidade (83).

Gene supressor de tumor PTEN

Um candidato a gene supressor de tumor designado
PTEN e localizado no cromossomo 10g23.3 tem sido de-
monstrado em cerca de 40% dos carcinomas endometriais,
bem como em hiperplasias de endométrio (69, 84). Re-
centemente, um estudo demonstrou que este mesmo gene
encontra-se transformado em carcinomas vulvares e NIV,
podendo estar relacionado também com a patogénese do
carcinoma vulvar (30).

Estudos de perda alélica (perda de heterozigosidade —
LOH) e instabilidade genética em mucosa/pele
adjacente a tumor

Um estudo de Worsham et al. (81), baseado em
citogenética, demonstrou uma alta freqiiéncia de anorma-
lidades no caridtipo de células derivadas de carcinoma
escamoso vulvar. Um outro estudo determinou, recente-
mente, as freqliéncias de perda alélica em carcinomas
escamosos invasivos vulvares HPV positivo e negativo, por
meio de PCR, com marcadores de regiGes micros- satéli-
tes (54) (Figura 4).

Em contraste com o estudo de Worsham et al., o de
Pinto et al. (54) identificou um espectro maior de perdas
alélicas, incluindo LOH, em mais de 30% dos casos infor-
mativos nos cromossomos 1p, 5q, 10p, 10q, 11q, 15q,
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21q (em dois diferentes loci) e 22q. Prevaléncias altas de
LOH (acima de 50%) foram encontradas nos cromossomos
2q, 3p, 8p, 8q, 17p e 21q (em trés loci) por este estudo. A
Tabela compara os achados de perda alélica obtidos pe-
los dois estudos citados. Segundo o estudo de Pinto et al.,
carcinomas escamosos HPV positivos e negativos exibem
um largo espectro de perdas alélicas. Algumas destas per-
das (3p, 59, 8p, 10p, 11q, 17p) sdo comuns em carcino-
mas escamosos de outros sitios, enquanto outras (2q, 8q,
10q, 15q e 22q) parecem estar mais intimamente associ-
adas a esta topografia. Outro estudo analisou dez carci-
nomas escamosos vulvares por hibridizacdo gendmica
comparativa e detectou aberracdes cromossomicas em oito
casos. As mais freqlientes foram perdas cromossémicas
em 4p, 3p e 5q e ganhos em 3q e 8p (37). A identificacao
de loci por estudos de LOH, como os descritos acima, ser-
ve como base para estudos em lesdes precursoras do car-
cinoma escamoso associadas a tumores HPV positivos e
negativos (45, 55, 23).

A prevaléncia mais alta de LOH foi observada no
cromossomo 17p (58,3%) (54). Este braco cromossdmico é
sitio do gene supressor tumoral p53, e estudos de mapea-
mento deste cromossomo tém demonstrado envolvimento
consistente de seu locus génico localizado em 17p13.1, o
TP53, bem como do locus CHRNB1 em 17p12-p11.1, em
carcinomas de cabeca e pescoco (1, 82). Um destes estudos
apontou ainda para a possibilidade de a regido 17p12-p11
conter um novo gene supressor de tumor (1). No estudo de
Pinto et al., uma propor¢do mais alta de tumores HPV nega-
tivos apresentou perdas alélicas no cromossomo 17p (4/5
vs. 3/7), em comparagao com tumores HPV positivos. Este
achado foi confirmado por um estudo subseqtiente (23) que
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Os produtos séo interpretados como:

a) heterozigotos, quando a intensidade dos produtos dos alelos é similar;

b) homozigotos (ou néo-informativos), quando o produto é dnico;

¢) perda de heterozigosidade (seta menor), quando um produto é dominante
em intensidade (diferenca maior que 50%);

d) instabilidade de microssatélite (seta grande), quando banda adicional em
localizagéio deslocada é observada.

Figura 4 - Gel de poliacrilamida exibindo loci polimérficos amplificados por PCR a
partir de DNAs extraidos de tecidos estromal (S) e tumoral (T)
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Perdas cromossomicas em carcinoma vulvar por andlise de caridtipo e por método

geLIIEY  molecular: comparacdo de resultados

Perdas cromossomicas N/T* %

3p 5/6 83,3
5q 4/6 66,6
8p 5/6 83,3
10q 4/6 66,6
15q 3/6 50,0
18q 4/6 66,6
19p 4/6 66,6
22q 5/6 83,3
Xp 5/6 83,3

LOH N/T* %
2q 7/14 50,0
3p 6/12 50,0
5q 6/14 42,9
8p 7/14 50,0
8q 8/14 57,1
10p 4/9 44,4
10q 4/9 44,4
15q 5/14 35,7
17p 7/12 58,3
nt
21q 6/13 46,2
21q 6/14 42,9
21q 7/14 50,0
22q 4/10 40,0

Fontes: Worsham et al. e Pinto et al.

* Ntimero de casos com delegdo cromossémica ou perda de heterozigosidade/nimero total de casos.

investigou perdas alélicas pela mesma metodologia, porém
concentrando-se no cromossomo 3p e em loci de genes
supressores de tumores 13q14 (RB) e 17p13.1 (p53). Este
Gltimo mostrou-se mais prevalente em tumores HPV negati-
vos, em um total de 30 tumores estudados (62% de 15 tu-
mores HPV negativos versus 15% de 15 tumores HPV positi-
vos; p = 0,02). De forma semelhante, mutacdes de p53
parecem ser mais comuns em carcinomas escamosos vulvares
(VSCCs) HPV negativos (40, 43, 48).

Estudos de clonalidade de lesGes precursoras HPV
positivas e negativas

A ocorréncia de mutac¢des no epitélio vulvar, no de-
correr do processo de envelhecimento, é a melhor expli-
cacdo para o aumento significativo da incidéncia de can-
cer vulvar apés os 75 anos de idade (14, 41, 67). Um
método para determinacéo de clonalidade, baseado na
inativacdo (metilacdo) do gene receptor de androgénio,
situado no cromossomo X, foi desenvolvido recentemen-
te para caracterizar este epitélio (3, 76). Monoclonalidade
tem sido considerada sinbnimo de neoplasia escamosa, e
tem sido demonstrada em neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC) em estudos recentes (52). No caso do epitélio vulvar,
as questdes que tém sido sugeridas referem-se a possibili-
dade de NIV, liquen escleroso e hiperplasia epitelial serem

monoclonais. Neoplasias intra-epiteliais vulvares do tipo
classico (CNIV) tém se apresentado, quase na sua totali-
dade, monoclonais (71), principalmente nos graus mais
avancados (NIV 3) (78). Em contrapartida, num estudo
de hiperplasias vulvares e liquen escleroso associados a
carcinomas invasores, aproximadamente metade das
hiperplasias e o liquen escleroso foram monoclonais (71).
Em outro estudo, hiperplasias vulvares adjacentes a qua-
tro carcinomas vulvares HPV negativos mostraram-se
policlonais, e ndo apresentaram mutacdes de p53 no
estudo de Kim et al. (40). Com base nestes estudos, pode-
se afirmar que hiperplasias vulvares representam uma ca-
tegoria heterogénea e podem ou ndo estar relacionadas
com os carcinomas aos quais estdo justapostas. A presen-
ca de monoclonalidade em liquen escleroso é discutivel, e
poucos estudos tém sido executados nestas lesdes com o
objetivo de determinar se este achado é uma constante
ou um fendmeno raro, ou, ainda, se é um marcador para
progressao neoplasica.

Vérios avangos do conhecimento vém ocorrendo tam-
bém no tocante a evolucéo e ao prognéstico dos tumores
invasivos vulvares. Entre eles destacam-se recentes estu-
dos sobre angiogénese (36, 46), regulacdo da apoptose
(26), papel das citocinas e fatores de transcricdo (64, 74),
e diversos fatores prognésticos (29, 47, 62). Todavia estes
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nao serdo aqui abordados, uma vez que apresentam im-
portancia menor em estagios precoces do desenvolvimento
tumoral.

Questoes ndo-resolvidas na dicotomia
papilomavirus/mutagées da célula hospedeira

As descricdes prévias detalham dois cenarios distintos
na patogénese do cancer vulvar, os quais podem incluir
agentes etioldgicos diversos, lesdes precursoras e carcino-
mas invasores. Entretanto tumores HPV positivos e nega-
tivos compartilham varios fatores em comum. Entre eles
destaca-se o fato de o HPV e o liquen escleroso vulvar
poderem cooperar na génese de neoplasias vulvares (5,
25, 39), bem como de o processo de envelhecimento ser
um fator importante, tanto em neoplasias vulvares relacio-
nadas ao HPV quanto em neoplasias ndo-relacionadas a
etiologia viral (25, 51). Um recente estudo por nds con-
duzido demonstrou desequilibrio alélico (IA) em liquen
escleroso, hiperplasia, NIV diferenciado (HPV negativo) e
NIV classico (HPV positivo), com freqliéncia entre 40% e
60%, envolvendo ao menos um locus cromossomico (55).
Foram observadas freqiiéncias semelhantes de IA entre
lesdes HPV positivas e negativas e entre leses associadas
e ndo-associadas a tumores invasivos adjacentes. Este alto
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grau de instabilidade genética na pele ou na mucosa adja-
centes a tumores vulvares foi constatado por estudos com
metodologias diversas (11, 45), e parece ocorrer mesmo
na auséncia de lesdes morfologicamente detectaveis.

Conclusao

A possibilidade de que alteracdes genéticas precoces
influenciem ambos os caminhos da carcinogénese vulvar
discutidos neste artigo de revisdo é intrigante e deve ser a
tonica de estudos futuros.
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