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RESUMO

Objetivo: avaliar o valor da presença da proteína p53 nos casos de recidiva/progressão da

neoplasia intra-epitelial vulvar (VIN) III.

Métodos: foram selecionadas 20 pacientes com VIN III indiferenciada, seguidas

semestralmente por período de até quatro anos, divididas em dois grupos: quatorze sem e

seis com recidiva/progressão da lesão. Os casos de recidiva/progressão foram distribuídos

da seguinte forma: em três pacientes a recidiva ocorreu uma única vez, em duas, houve

dupla recorrência e apenas uma evoluiu para carcinoma escamoso. Em ambos os grupos

foram avaliados o sítio vulvar acometido e a presença da proteína p53 com análise do padrão

de marcação imunohistoquímica. Estudo semelhante foi realizado nos casos de recidiva/

progressão além da análise do intervalo de tempo para o surgimento de recidiva/progressão.

Resultados: observou-se recidiva da VIN III em 25% dos casos e, em 5%, progressão para

carcinoma. O tempo médio de recidiva foi de 24,5 meses. A localização multifocal da lesão

primária foi a mais freqüente (50%) em ambos os grupos. Na maioria dos casos (87,5%), a

recidiva/progressão ocorreu na mesma localização da lesão vulvar primária. A presença da

proteína p53 mostrou-se positiva em 50% das lesões primárias de VIN III e em 75% dos casos

de recidiva/progressão.

Conclusões: a presença da proteína p53 parece desempenhar papel importante na gênese e

na predição do curso clínico das VIN III. As recidivas/progressão das VIN III tendem a ocorrer

na mesma área da doença inicial, sugerindo a presença de campo molecular alterado.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasia intra-epitelial vulvar. Vulva, lesões pré-neoplásicas.

Oncogenes.
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Introdução

As neoplasias intra-epiteliais vulvares (VIN)
apresentam percentual de recidiva entre 10 e 40%
contra cerca de 5% de casos que evoluem para
carcinoma invasor1. É evidente que o pequeno gru-
po de mulheres mais idosas com história de múl-

tiplas neoplasias intra-epiteliais do trato genital
inferior, que progrediram para câncer de vulva em
estudos anteriores, já não reflete a situação da
VIN III nos dias de hoje1. O notável aumento na
incidência desta doença nos últimos anos tem nos
permitido maior conhecimento sobre ela, tanto em
relação à propedêutica quanto ao tratamento e
seguimento.

Atualmente, os estudos de biologia
molecular têm demonstrado que a simples presen-
ça do DNA-HPV não é capaz de determinar a pro-
gressão da VIN III para carcinoma invasor2. En-
tretanto, estes ensaios sugerem que alterações
genéticas, associadas ou não à infecção induzida
por HPV, que ocorrem durante o processo de
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carcinogênese vulvar, seriam pré-requisitos para
o desenvolvimento do câncer de vulva3.

Estudos genéticos têm identificado diversos
genes envolvidos no processo da carcinogênese hu-
mana, principalmente aqueles reguladores da
entrada da célula no ciclo celular. Eles são subdi-
vididos em duas classes: genes proliferativos ou
proto-oncogenes e genes antiproliferativos ou
supressores de tumor. Os proto-oncogenes são
aqueles que promovem a proliferação celular exer-
cendo, dessa forma, controle positivo sobre o ciclo
celular4. Entretanto, quando mutados passam a
chamar-se oncogenes. Já os genes supressores
de tumor, por não estimularem a proliferação ce-
lular, exercem controle negativo sobre o ciclo ce-
lular. Esses genes podem perder sua função por
mutação, por deleção de cromossomos ou por
inativação por meio da formação de complexos com
proteínas virais5.

O gene supressor de tumor P53 desempe-
nha papel fundamental nos processos de cresci-
mento e morte celular. A proteína p53 foi denomi-
nada �a guardiã do genoma� devido à sua capaci-
dade de prevenir o acúmulo de alterações genéti-
cas. Essa tarefa é efetuada mediante a parada do
ciclo celular com a finalidade de evitar a replicação
de DNA danificado e conseqüente proliferação ce-
lular desordenada. Outro mecanismo de supres-
são do desenvolvimento tumoral está ligado à ha-
bilidade da p53 em eliminar células aberrantes
por iniciar o processo de apoptose ou morte celu-
lar programada4.

A presença de mutação no gene P53 desen-
cadeia aumento da oncoproteína p53, que é mais
estável do que o tipo selvagem encontrado nas
células normais. Esta estabilidade se deve à mai-
or meia-vida de proteínas de conformação altera-
da, as quais acumulam-se no núcleo das células
neoplásicas, podendo ser detectadas por métodos
imuno-histoquímicos6.

No que diz respeito à VIN III, já existem es-
tudos bem fundamentados em relação à sua
epidemiologia, aos fatores de risco, aos aspectos
clínicos, à histopatologia e ao tratamento. Porém,
o mesmo não ocorre no que se refere à recidiva e
à progressão.

Acredita-se que alguns fatores possam ser
responsabilizados pelas recorrências ou pela pro-
gressão das VIN III, tais como a presença do papi-
lomavírus humano (HPV) e o caráter multifocal das
lesões. Da mesma forma, os tratamentos
destrutivos baseados apenas em resultados de
biopsia, limitando a exclusão de lesão invasora; a
grande variedade de modalidades terapêuticas; o
comprometimento de margens cirúrgicas e de
anexos da pele (folículo piloso) parecem contribuir,
também, para os casos de recidiva1,7-9. Todavia, a

literatura ainda é escassa em relação ao compor-
tamento genético das VIN III.

Portanto, este trabalho tem como objetivo
avaliar o valor da presença da proteína p53 nos
casos de recidiva e de progressão da VIN III.

Pacientes e Métodos

Trata-se de estudo tipo coorte prospectivo
com análises transversais no qual foram incluí-
das 20 de 26 pacientes com neoplasia intra-
epitelial vulvar III do tipo indiferenciado do Ambu-
latório de Patologia Vulvar do Instituto de Gineco-
logia da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
tratadas cirurgicamente (excisão total da lesão)
no período de julho de 1996 a julho de 2000. A sus-
peita clínica foi confirmada por biopsia prévia uti-
lizando o punch de Keyes de 3-5 mm. Em seis ca-
sos o estudo não pôde ser realizado devido à
indisponibilidade dos blocos.

As pacientes foram seguidas semestralmen-
te, a partir do procedimento cirúrgico, por período
de quatro anos. De acordo com os resultados obti-
dos, as 20 pacientes foram divididas em dois gru-
pos: um grupo composto por 14 pacientes que não
cursaram com recidiva e outro com cinco pacien-
tes que experimentaram recorrência e uma que
evoluiu para carcinoma escamoso. Os casos com
recidiva foram distribuídos da seguinte forma: em
três pacientes a recidiva ocorreu uma única vez
e, em duas, houve dupla recorrência.

Desta forma, um total de 28 blocos
parafinados referentes às biopsias das lesões pri-
márias de 20 pacientes com VIN III, de sete reci-
divas e de uma progressão para câncer escamoso
de vulva fizeram parte de nosso estudo.

Em ambos os grupos foram avaliados a loca-
lização das lesões na vulva, o tempo de seguimen-
to de cada paciente e a presença da proteína p53
com análise do padrão de marcação pela imuno-
histoquímica. Estudo semelhante foi realizado nos
casos de recidiva/progressão, além da análise do
intervalo de tempo entre o tratamento da lesão
inicial e a ocorrência da primeira recidiva/pro-
gressão.

Para o estudo da distribuição vulvar da le-
são primária e das recidivas/progressão decidiu-
se dividir a vulva em terço anterior,  médio e pos-
terior. A recidiva foi considerada de caráter
multifocal quando mais de um dos terços da vulva
foi acometido. Baseado nos conceitos de Junge et
al.9, definiu-se como recidiva, independentemen-
te da localização da lesão inicial, o surgimento de
nova lesão em qualquer área do território vulvar
após intervalo de tempo maior que três meses.
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O material obtido do espécime cirúrgico foi
fixado em formaldeído a 10% tamponado (formol
de Lillie) por 24 horas no máximo, e a seguir de-
sidratado e incluído em parafina. Cortes de 5 µm
foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina.
A análise histopatológica foi realizada, separada-
mente, por dois anatomopatologistas. Em nenhum
caso houve divergência, por parte dos patologis-
tas, no diagnóstico das lesões vulvares. Utilizaram-
se apenas cortes de blocos parafinados que conti-
nham área de epitélio com mais de 1.000 células.

Para detecção da proteína nuclear p53 foram
utilizados cortes de 5 µm de espessura, oriundos
dos blocos parafinados usados para o diagnóstico
histopatológico. Usou-se o anticorpo monoclonal
126 clone DO-1 cat (SC Biotechnology, USA) pro-
duzido em camundongo. A localização da proteína
p53 foi realizada pela técnica ABC - peroxidase
utilizando o kit Lisab (Dako, USA). Para a revela-
ção empregou-se diaminobenzidina - DAB (Dab Fast
- Sigma, USA), seguida de contracoloração pela
hematoxilina. Foram usados cortes histológicos
incubados com soro não contendo anticorpo de
camundongo como controle negativo das reações.
Utilizaram-se como controle positivo cortes de tu-
mor cerebral com marcação positiva para a p53,
previamente testados. Os cortes histológicos com
expressão negativa para a proteína p53 foram sub-
metidos ao teste da vimentina. Trata-se de teste
de controle de reatividade imunocitoquímica ve-
rificado por técnica imuno-histoquímica, tendo
como finalidade a exclusão dos espécimes cirúr-
gicos negativos para vimentina, indicando que fo-
ram processados indevidamente.

A avaliação da expressão nuclear da proteí-
na p53 foi realizada de forma semi-quantitativa,
ou seja, campos celulares contendo em média
1.000 células foram analisados em microscópio de
luz, com objetiva de 40X e ocular de 10X, adotan-
do-se os critérios propostos por Emanuels et al.10,
que valorizam não somente a quantidade de célu-
las que expressam a presença da proteína p53, mas
também a intensidade e a distribuição de marca-
ção nuclear da proteína p53 (Figura 1A, B).

Foram considerados positivos os casos nos
quais se detectou presença da proteína p53 em
número igual ou maior que 100 células para 1.100
negativas (maior ou igual a 10%).

A intensidade de marcação foi classificada
em forte ou fraca. A marcação forte é aquela na
qual a coloração marrom vista nos casos positivos
é extremamente pronunciada, fato este que não
ocorre no padrão de marcação fraca, que se apre-
senta sob forma mais clara.

O tipo de marcação foi subdividido em difuso
e focal. Nos casos com padrão difuso se verifica
homogeneidade de marcação, ou seja, quase to-

dos os campos apresentam-se com células
marcadas pelo monoclonal anti-p53. No tipo focal
apenas grupamentos celulares apresentam célu-
las positivas para a proteína da p53.
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Figura 1 � Lesão primária de VIN III � Reatividade imunohistoquímica para a proteína
p53 com padrão de marcação do tipo difuso com intensidade forte (A: X100; B: X400).

A análise estatística foi realizada pelo teste
de significância exato de Fisher e do χ2, para com-
paração entre os dois grupos (sem e com recidi-
va/progressão) das diferentes variáveis avaliadas.
O critério de determinação de significância foi o
nível de 5%, ou seja, para valor de p≤0,05 atribui-
se significância estatística.

Este estudo foi avaliado e aprovado pela Co-
missão de Ética em Pesquisa do Instituto de Gi-
necologia da UFRJ e realizado após assinatura do
consentimento pós-informado.

Resultados

Do total de 20 pacientes estudadas, obser-
vou-se que uma evoluiu com progressão da lesão
para carcinoma escamoso (5%) e cinco cursaram
com recidiva da doença (25%). Dos cinco casos de
recorrência, três pacientes apresentaram um

A

B
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único episódio de recidiva, ao passo que duas ou-
tras, dois episódios.

Em relação à lesão primária, a localização
multifocal foi a mais freqüente (50%), tanto no
grupo com recidiva (20%) quanto no sem recidiva
(30%). Quando a doença atingiu apenas um terço
vulvar, o posterior foi o mais acometido (30%), tanto
no grupo com recidiva e no único caso de progres-
são (10%), quanto no grupo sem recorrência (20%).
Entretanto, a diferença estatística entre os dois
grupos não foi significativa (p=0,62).

A localização das lesões nos casos com reci-
diva e no único caso de progressão para carcino-
ma escamoso foi concordante com a localização
da lesão primária em 87,5% dos casos. Em apenas
um caso (12,5%) a localização da lesão foi diferen-
te da lesão inicial.

A maioria das recidivas (66,6%) aconteceu
em período maior que 12 meses. Entretanto, é im-
portante ressaltar que um caso de recidiva e o úni-
co de progressão ocorreram em período inferior a
um ano. O tempo médio para aparecimento de re-

cidiva foi de 24,5 meses, com desvio padrão de 19,2
meses, mínimo de 6 e máximo de 48 meses.

Do total de pacientes, 15 (75%) foram segui-
das por período maior que 12 meses. As cinco
mulheres (25%) que foram acompanhadas por pe-
ríodo inferior a um ano ingressaram em nossa
pesquisa sete meses antes de seu término.

A média de tempo do seguimento das 20 pa-
cientes com VIN III foi de 30 meses (amplitude 7-
48 meses). Nenhuma paciente do grupo recidi-
va/progressão foi seguida por menos de 12 me-
ses. Das seis mulheres com recidiva/progressão,
cinco foram acompanhadas por período superior
a 36 meses.

A presença da proteína p53 foi observada em
50% das lesões primárias de VIN III. Deste per-
centual, 30% corresponderam aos seis casos de
recidiva/progressão. Os outros 20% referem-se às
quatro pacientes seguidas por apenas seis meses.
Nos casos em que não houve recidiva/progressão
da doença não se verificou presença da proteína
da p53 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Presença da proteína p53 na lesão primária de VIN III nos grupos sem e com recidiva/progressão.

Presença da

proteína p53

Positiva

Negativa

Total

Recidiva/progressão

n (%)

6 (30)

6 (30)

Sem recidiva

n (%)

4 (20)

10 (50)

14 (70)

Total

n (%)

10 (50)

10 (50)

20 (100)

Grupos

O padrão de marcação imuno-histoquímica
do tipo difuso (80%) e a intensidade forte (70%) fo-
ram as formas de expressão da presença da prote-
ína p53 mais observadas.

Entretanto, o teste de Fisher não foi signifi-
cativo em relação à intensidade (p=0,5) e nem ao
tipo de marcação imuno-histoquímica (p=0,66),
pois nas pacientes sem recidiva/progressão o pa-
drão da imunoexpressão foi semelhante aos ca-
sos com recidiva/progressão, principalmente no
que se refere ao tipo difuso de marcação.

A análise da presença da proteína p53 nos
casos de recidiva/progressão foi realizada em um
total de oito blocos parafinados, pelo fato de duas
das seis pacientes com recidiva/progressão terem
apresentado dois episódios de recidiva.

A proteína p53 mostrou-se presente na mai-
oria dos casos de recidiva/progressão (75%). Em
apenas dois casos (25%) a marcação imuno-
histoquímica para a proteína p53 revelou-se ne-
gativa. Na maioria dos casos de recidiva/progres-
são, o padrão de marcação imuno-histoquímica foi
do tipo difuso (83,3%) com intensidade forte

(83,3%), à semelhança do verificado na lesão pri-
mária (ver Figuras 1B e 2 � lesão inicial e
recorrência da mesma paciente). A única situa-
ção com marcação do tipo focal e intensidade fra-
ca foi observada no caso de progressão da lesão.

Figura 2 (X400) � Recidiva da lesão de VIN III 24 meses após o tratamento � Padrão de
marcação imunohistoquímica para a proteína p53 do tipo difuso com intensidade forte,
semelhante ao observado na lesão primária.
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Discussão

Diferentes estudos mostram índices de pro-
gressão da VIN III em pacientes tratadas que vari-
am de 2 a 10%1,7,8,11-13. Quanto à progressão da VIN
III em pacientes não tratadas, Jones e Rowan1 ob-
servaram que 87,5% das mulheres evoluíram para
lesão invasora, independentemente da idade.

Em nossa série, todas as pacientes com VIN
III foram tratadas cirurgicamente (excisão total
da lesão). O percentual de progressão da lesão para
carcinoma invasor foi de 5% (1/20).

Estabelecendo-se comparação entre as três
áreas do trato genital inferior, vulva, vagina e colo,
a vulva é a que mais contribui com os casos de
recidiva das neoplasias intra-epiteliais9. Em nos-
so estudo, verificou-se recidiva em cinco de 20
pacientes submetidas a tratamento cirúrgico, cor-
respondendo a 25% dos casos. Resultados seme-
lhantes foram obtidos por Jones e Rowan1, Junge
et al.9, Almeida Filho14 e Verdiani et al.15.

Os resultados revelam pequena tendência
em direção à recidiva nos casos de distribuição
multifocal das lesões. Todavia, tanto em nosso
estudo quanto no de Junge et al.9, não houve dife-
rença estatística entre os índices de recorrência
e a localização uni ou multifocal da lesão primá-
ria, quando comparados ao grupo que não experi-
mentou recidiva/progressão.

Dentre as seis pacientes (30%) com recidi-
va/progressão avaliadas em nosso estudo, três
apresentaram um único episódio de recorrência,
duas experimentaram recidiva dupla e uma pro-
grediu para carcinoma escamoso. Interessante
notar que, do total de oito casos analisados, sete
(87,5%) recidivaram na mesma localização da le-
são vulvar primária. Em apenas um caso a recidi-
va ocorreu em local diferente da lesão inicial. É
importante frisar que as pacientes que apresen-
taram distribuição multifocal da lesão, na doença
inicial, recidivaram com lesão única ou múltipla,
porém sempre respeitando os locais previamente
comprometidos. Da mesma forma, no único caso
de progressão o terço posterior esteve comprome-
tido tanto na doença inicial quanto na evolução
para carcinoma. Isto confirma os achados de Junge
et al.9 de que as  recidivas de VIN III tendem a
ocorrer na mesma área da doença inicial.

Na literatura consultada o tempo médio para
ocorrência de recidiva da lesão é variável. Poucos
são os trabalhos que falam sobre este período. Se-
gundo Junge et al.9 o tempo médio entre a lesão
inicial e a primeira recorrência situa-se em tor-
no de 30 meses. Para Herod et al.8 os casos de re-
cidiva tendem a ocorrer nos primeiros quatro anos
que se seguem ao tratamento.

Em nosso estudo, o tempo médio entre a le-
são primária e a primeira recidiva/progressão da
lesão foi de 24,5 meses. A maioria das recidivas
ocorreu em período superior a 12 meses. O único
caso de progressão para carcinoma escamoso acon-
teceu em período inferior a um ano. O tempo de
acompanhamento das pacientes com VIN III tra-
tadas é fundamental para a avaliação da ocorrên-
cia de recidiva/progressão. É aconselhável segui-
mento mais prolongado dessas pacientes, pois
sabe-se da ocorrência de progressão para carcino-
ma, após tratamento da VIN III, em períodos supe-
riores a quatro anos13.

Em nossa série, 15 pacientes, nove do grupo
sem e seis do grupo com recidiva/progressão (75%),
foram seguidas por período superior a 12 meses.
Em cinco mulheres (25%) pertencentes ao grupo
que não apresentou recidiva ou progressão o se-
guimento foi realizado por período inferior a um
ano, pois entraram em nossa pesquisa sete me-
ses antes de seu término. Observamos diferença
significativa quando estabelecemos comparação
entre os dois grupos, em relação ao tempo médio
de seguimento. Como o tempo médio de recidiva/
progressão verificado em nossa série foi de 24,5
meses, os dados sugerem que talvez observemos
maior incidência de recorrência, ou até mesmo
de progressão da lesão, caso estas pacientes se-
jam acompanhadas por período de tempo mais pro-
longado.

Raras são as publicações sobre a presença
da proteína p53 nas VIN III. Até o presente mo-
mento, não encontramos estudos sobre o compor-
tamento da proteína p53 nos casos de recidiva/
progressão da VIN III.

A inativação da proteína codificada pelo gene
supressor de tumor P53, seja por mutação ou por
degradação promovida pela proteína E6 dos HPV
oncogênicos, parece ser fator importante no pro-
cesso da carcinogênese vulvar10,16-19.

Embora, à semelhança de outros tipos de
cânceres, a gênese do câncer de vulva possa ocor-
rer por mecanismos outros, independentes da
inativação da proteína p53, a literatura, apesar de
escassa, mostra taxas revelando a presença da
proteína entre 10 e 50% dos casos de VIN III10,18,19.

Os estudos revelam que apenas os casos nos
quais se detecta a presença da proteína p53 igual
ou superior a 100 células positivas para 1.100
negativas (maior ou igual a 10%) são considera-
dos positivos pois, freqüentemente, refletem mu-
tação do tipo missense entre os exons 5-8 do gene
P5320. A ausência da proteína p53 pode, simples-
mente, indicar presença do tipo selvagem, da pro-
teína, traduzindo ausência de mutação no gene
P53; mutações outras, que não as do tipo missense;
degradação da p53, induzida por ligação com pro-
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teínas virais (E6 dos HPV oncogênicos) ou deleção
do gene P5316,20.

Em nossa série, a presença da proteína p53
foi observada nas cinco lesões primárias que cur-
saram com recidiva e na que evoluiu para carci-
noma escamoso. Todavia, detectou-se a presença
da proteína p53 em quatro pacientes não perten-
centes ao grupo que experimentou recidiva/pro-
gressão. Como essas mulheres foram as últimas
a entrar em nossa pesquisa, o tempo de segui-
mento foi de apenas seis meses. Considerando-
se que nosso tempo médio de recorrência foi de
24 meses, é possível que não tenha havido tempo
suficiente para o surgimento de recidiva/progres-
são. Por outro lado, não se verificou presença da
proteína p53 nos casos em que não houve recidi-
va/progressão da doença. Desta forma, tudo leva
a crer que mutação no gene P53 apresenta ínti-
ma relação com o aparecimento das VIN III e com
sua progressão para carcinoma.

O padrão de marcação imuno-histoquímica
predominante na lesão primária foi o tipo difuso
(80%) com intensidade forte (70%). Segundo
Stenmark-Askmalm et al.6, grande acúmulo nu-
clear da proteína p53, com conseqüente padrão de
marcação imuno-histoquímica do tipo forte, indi-
ca importante instabilidade genética com rápida
proliferação tumoral. Apenas uma paciente, em
nossa série, apresentou marcação imuno-
histoquímica com combinação difusa/fraca. Se-
gundo Esrig et al.21, a heterogeneidade na inten-
sidade ou no tipo de marcação deve-se ao ponto de
mutação no gene P53 ou à combinação do tipo
mutado com o selvagem da p53.

A presença da proteína p53 foi observada na
maioria dos casos de recidiva/progressão (75%). Em
apenas dois casos (25%) ela esteve ausente. O pa-
drão de marcação imuno-histoquímica foi consti-
tuído, predominantemente, pelo tipo difuso (83,3%)
com intensidade forte (83,3%). Esse padrão foi se-
melhante ao da lesão primária. O único caso (16,7%)
que apresentou marcação imuno-histoquímica do
tipo focal com intensidade fraca refere-se ao da pro-
gressão da lesão para carcinoma. Interessante no-
tar que esse padrão de marcação focal/fraco tam-
bém foi encontrado na doença inicial.

Baseado nos resultados obtidos em nossa
pesquisa, verifica-se que as recidivas/progressão
das VIN III tendem a ocorrer na mesma área da
doença primária, indicando a presença de campo
molecular alterado preexistente às alterações
morfológicas. Da mesma forma, a presença de
mutação no gene P53, com conseqüente perda de
função da proteína p53, parece estar associada ao
maior risco de recidiva ou progressão das VIN III.

A partir do observado, esperamos que estu-
dos futuros de biologia molecular associados à
análise das margens cirúrgicas das VIN III funci-
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