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RESUMO

O cancer vulvar ¢ o quarto tipo de cancer mais comum nas mulheres e representa 4,8% dos canceres do trato genital inferior. O carcinoma de células
escamosas ¢ responsavel por 80 a 90% de todos os canceres de vulva. O carcinoma escamoso vulvar e suas lesdes pré-malignas parecem desenvolver-se
por dois caminhos distintos, baseados em caracteristicas etiologicas e histopatologicas, tendo assim uma etiologia heterogénea. Um dos caminhos esta
relacionado com a infec¢do pelo HPV, e o outro, com as desordens epiteliais, tais como liquen escleroso e hiperplasia epitelial. O HPV é um importante
fator causal das neoplasias do trato genital inferior. Ele esta presente em cerca de 90% dos canceres do colo uterino e 30 a 40% dos canceres de vulva.
O tipo mais prevalente ¢ o 16, seguido pelos tipos 18, 45, 31 e 33. O estudo das alteragdes genéticas e epigenéticas, por meio da analise de metilagdo e
imunoexpressao génica, tem demonstrado uma grande versatilidade para o monitoramento molecular de pacientes com céancer, o que impulsiona pesquisas
de métodos diagnosticos e terapéuticos do cancer. Nesta atualizacdo pretendeu-se demonstrar as fungdes dos genes pl16 ¢ DAPK e as recentes pesquisas
sobre a expressao destes genes nas vias da carcinogénse vulvar.

Palavras-chave: cancer vulvar, HPV, liquen escleroso, gene p16, gene DAPK, DST

ABSTRACT

Vulvar cancer is the fourth commonest kind of cancer in women and it represents 4.8% of cancers in the lower genital tract squamous cell carcinoma is
responsible for 80-90% of all vulvar cancers. Squamous cell carcinoma and it’s premalignant lesions seem to develop in two distinct pathways, based on
etiological and histopathological characteristics, thus forming a heterogeneous etiology. Whereas one of the pathways is related to HPV infection, the other
is related to epithelial disorders such as: lichen sclerousus and epithelial hyperplasia. HPV is an important contributing factor of neoplasia in the lower
genital tract. It is found in 90% of cervical cancers and in 30-40 % of vulvar cancers. The most prevalent kind is 16, followed by 18, 45, 31, and 33. The
study of genetic and epigenetic alterations by means of methylation and genic immunoexpression has demonstrated great versatility to the monitoring of
patients with cancer, which boosts researches of diagnostic and therapeutic methods for cancer. This update intends to demonstrate the role of p16 and
DAPK genes as well as the recent researches regarding the expression of these genes in the pathways of vulvar carcinogenesis.
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INTRODUCAO

O cancer vulvar ¢ o quarto tipo de cancer mais comum nas mu-
lheres. Nos Estados Unidos da América (EUA), em 2004, segundo
a Sociedade Americana de Cancer, 3.970 novos casos da doenca
foram diagnosticados, representando 4,8% dos canceres do trato
genital inferior'. A mesma sociedade disponibiliza em pagina na
internet a informacao de que houve 3.460 novos casos em 2008
nos EUA. O aumento da incidéncia do cancer vulvar em fun¢do
da idade foi de aproximadamente 2/100.000 para 25/100.000 apos
os 75 anos’. Alguns fatores de risco séo relacionados, como fumo,
liquen escleroso vulvar (LE), hiperplasia epitelial vulvar, neoplasia
intraepitelial vulvar (NIV), infec¢do pelo HPV (papilomavirus hu-
mano), sindrome de imunodeficiéncia, historico de cancer cervical
e ancestralidade norte-europeia. O carcinoma de células escamosas
¢ responsavel por 80 a 90% de todos os canceres de vulva e 3 a 4%
de todos os canceres ginecologicos?®.

As alteracdes epigenéticas, assim como as alteragdes genéticas,
estdo envolvidas no desenvolvimento e na progressdo do cancer”.
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O estudo dessas alteracdes, por meio da analise da metilagdo e da
imunoexpressdo génica, tem demonstrado uma grande versatilida-
de para o monitoramento molecular de pacientes com cancer, o
que impulsiona pesquisas de métodos diagnosticos e terapéuticos
do cancer®. Nesta atualizagdo pretendeu-se demonstrar as fungdes
dos genes pl6 e DAPK (proteina cinase associada a morte) e as
recentes pesquisas sobre a expressao desses genes nas vias da car-
cinogénse vulvar.

Vias da carcinogénese vulvar

O carcinoma escamoso vulvar e suas lesdes pré-malignas pa-
recem desenvolver-se por dois caminhos distintos, baseados em
caracteristicas etiologicas e histopatologicas, tendo assim uma
etiologia heterogénea. O primeiro caminho leva principalmente
a carcinomas (basaloides e/ou verrucosos) ndo queratinizantes e
afeta, prioritariamente, mulheres jovens. Nesse caminho, a infec-
¢éo pelo HPV oncogénico esta envolvida, predominando o tipo 16,
ainda que sejam detectados os tipos 18, 45, 31 e 33. A lesdo pré-
-maligna associada ¢ a NIV basaloide e/ou verrucosa, usualmente
chamada de “classica” ou bowenoide'. Na nova nomenclatura re-
centemente proposta pela Sociedade Internacional do Estudo de
Doengas Vulvovaginais, as lesdes de NIV positivas para o HPV sdo
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chamadas NIV tipo usual®. Em geral s3o multifocais, aparentam ter
um prognoéstico melhor do que nos casos de auséncia do HPV e sdo
responsaveis por 30 a 40% dos casos de cancer vulvar.

O segundo caminho raramente se associa a infeccao pelo HPV,
ocorre em mulheres mais idosas, ¢, em geral, unifocal ¢ leva ao
carcinoma de células escamosas queratinizante, partindo de um
ambiente de desordens epiteliais ndo neoplasicas, como o liquen
escleroso, a hiperplasia epitelial, o processo inflamatorio crénico
e até da pele vulvar normal. E responsavel por 60% dos casos de
cancer vulvar. Sua possivel forma precursora é conhecida como
NIV diferenciada.

E bem estabelecido que a infecgdo pelo HPV de alto risco tem
um papel essencial na carcinogénese de tumores do trato genital
inferior. O desenvolvimento do cancer ¢ o resultado de um com-
plexo mecanismo no qual as proteinas oncogénicas virais E6 e E7
bloqueiam as proteinas regulatorias, especialmente a p53 e a pRb
(retinoblastoma), produzidas por genes supressores de tumor!.

Com o tratamento, a chance de malignizagdo do LE encontra-
se entre 4 e 6%, isto ¢, suspeita-se, mas sem comprovagao, que o
controle dos sintomas pode ter um efeito protetor na malignizagao’.
Entretanto, em mais de 60% dos casos de cancer vulvar ha presen-
¢a de LE nas margens da lesao®.

A inflamacgao cronica parece atuar com importante papel, mas a
exata patogénese da progressao maligna ndo esta estabelecida. O
perfil imunogenético, a alta expressdo da proteina p53 e a presenca
da hiperplasia podem fazer parte dos determinantes para a trans-
formagdo maligna’.

Em estudo recente, van der Avoort et al. pesquisaram os dois ca-
minhos do carcinoma escamoso vulvar. Eles detectaram a presenga
do HPV, principalmente do tipo 16, nas lesdes de NIV tipo usual
(em trés de sete lesdes classicas de NIV II — 43%, e em 12 de 17
lesdes classicas de NIV III — 71%), em somente uma entre as 0ito
lesdes de NIV diferenciada e em nenhuma amostra de carcinoma
de células escamosas e de liquen escleroso.

Segundo Raspollini et al., séries de casos de carcinoma de célu-
las escamosas excisados ndo reportam a NIV adjacente em um alto
percentual dos casos. Tumores invasivos podem substituir lesdes
precursoras como a NIV, mas talvez exista a possibilidade de o
carcinoma escamoso vulvar surgir diretamente do LE ou da hiper-
plasia epitelial sem qualquer evidéncia morfoldgica de células ati-
picas. A média de intervalo de surgimento do cancer vulvar a partir
do liquen escleroso é em torno de 10 anos?’.

Metilagao

O caminho da malignizagdo provavelmente resulta de uma sé-
rie de acimulos de alteragdes genéticas e epigenéticas®. A mutagdo
representa uma alteracdo genética em que ha modificacdo na se-
quéncia gendmica do DNA (4cido desoxirribonucleico) resultando
em inativacdo do seu produto (proteina). As alteragdes epigené-
ticas tém-se estabelecido como um dos sinais moleculares mais
importantes dos tumores em humanos, podendo causar lesdes em
genes que tém importancia-chave no desenvolvimento do céncer,
como os genes envolvidos em reparo de DNA, apoptose, aderéncia
e ciclo celular'®.

A metilagdo representa o principal fenomeno epigenético pelo
qual um gene ¢ silenciado. A metilagdo do DNA ¢ uma modifica-

¢do quimica, epigenética, pos-duplicagdo, mediada por enzimas, na
qual sdo adicionados radicais metil (CH,) em regides especificas
(nucleotideos) do DNA. Este processo esta associado ao controle
da expressdo génica,"' ao controle da recombinagdo génica e a um
mecanismo de defesa contra DNA exogenos que invadem o ge-
noma'?. A metilagdo é considerada epigenética porque, apesar de
afetar a estrutura do DNA, ndo altera definitivamente o codigo ge-
nético, isto ¢, ndo produz efeito no pareamento de bases,'* podendo
retornar a sua funcionabilidade normal com o uso de agentes deme-
tilantes'*!>. Em humanos, a metilagdo no DNA ocorre comumente
em citosinas (C) seguidas de guaninas (G), conhecidas como ilhas
CpG (citosina e guanina na regido promotora). Mais da metade
dessas ilhas sdo metiladas'® ¢ encontram-se na regido promotora
dos genes, que sdo sequéncias regulatorias situadas na extremidade
5” do DNA logo antes do sitio de transcri¢do génica'’. A metila-
¢do ¢ mediada por enzimas denominadas DNA metiltransferases
(DNMT), que catalisam a adigdo de um grupamento metil doa-
do pelo S-adenosilmetionina (SAM) a citosina nos dinucleotideos
CpG (Figura 1).
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Figura 1 — Mecanismo de metilagdio do DNA. A 5-metilcitosina

¢ produzida pela acao da DNA-metiltransferase (DNMT1, 3a ou
3b), que catalisa a transferéncia de um radical metil (CH,) da S-
adenosilmetionina (SAM) para o carbono da posi¢do 5 da citosina'.

E possivel encontrar inativagio simultanea de vérios caminhos
pela metilagdo aberrante comprometendo todas as funcdes géni-
cas. O silenciamento transcricional dos genes supressores de tumor
pela hipermetilagao das ilhas CpG na regido promotora ¢ um dos
principais mecanismos de inativagdo génica e possivelmente resul-
ta em perda do controle do crescimento celular e contribui para a
carcinogénese*!! (Figura 2).

Alguns trabalhos analisam a fung¢ao génica por meio da técnica
do bissulfito, que verifica a presenga ou nao da metilacdo génica.
Outros estudos avaliam a imunoexpressao proteica, produto géni-
co, pela técnica de imuno-histoquimica.
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Figura 2 - Tlha CpG tipica de um gene supressor de tumor representada numa célula normal (A) e em uma tumoral (B). As bolinhas brancas

representam CpG nio metiladas; e as bolinhas pretas, CpG metiladas’.

Proto—oncogenes, oncogenes € genes supressores de

tumor

A analise das alteragdes genéticas em células cancerosas reve-
lou um grande niimero de genes que codificam proteinas envol-
vidas no controle da proliferagdo celular. Esses genes podem ser
classificados em genes de proliferacao e genes de antiproliferago.
Os proliferativos ou proto-oncogenes sdao aqueles que promovem
o crescimento celular, a organizac¢ao do sistema-controle do ciclo
celular e fazem com que a célula ultrapasse o ponto de checagem
G1'®. Quando mutados, sdo denominados oncogenes. Os oncoge-
nes provocam uma proliferagdo anormal das células, o que é uma
caracteristica essencial dos canceres'®. Em outro grupo, encontram-se
os genes classificados como antiproliferativos ou antioncogenes,
que impedem o desenvolvimento do ciclo celular. O mais bem es-
tudado ¢ o gene do retinoblastoma (Rb). Quando esses genes estao
modificados ou ausentes, seu efeito ¢ suprimido, € o crescimento
celular desenvolve-se de forma anormal; s3o denominados genes
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supressores tumorais, ¢ entre estes estdo o p53 ¢ o p16%°. Além dis-
so, ha genes relacionados com a morte celular programada (apop-
tose), como o proprio p53 e o DAPK.

Ciclo celular

O ciclo celular compreende uma série de processos que uma
célula precisa efetuar para alcangar a divisao celular. Todos esses
processos sdo coordenados por um sistema-controle do ciclo ce-
lular'®.

O ciclo celular ¢ dividido em fases distintas, das quais a mais
dramatica ¢ a mitose (ou meiose), processo de divisao nuclear, cul-
minando com o momento de divisdo celular propriamente dito ou
fase M. A replicagdo do DNA nuclear ocupa somente uma parte da
interfase, chamada fase S do ciclo celular (S = sintese). O intervalo
entre o término da mitose € o comego da sintese de DNA é chama-
do de fase G1 (G = gap ou lacuna), e o intervalo entre o final da
sintese de DNA e o inicio da mitose ¢ chamado de fase G2. As fases
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G1 e G2 propiciam um tempo adicional para o crescimento celular.
Durante a fase G1 a célula monitora seu proprio crescimento ¢ ta-
manho. No momento oportuno, a célula decide sobre seu compro-
metimento com a replicagdo de DNA e a conclusao de um ciclo de
divisdo'®. Nessa fase, o0 RNA (4cido ribonucleico) e proteinas sdo
sintetizados, ainda ndo havendo replicagdo do DNA?'. A fase G2
fornece um intervalo de seguranca, de maneira que a célula possa
assegurar uma completa replicagdo de DNA antes de iniciar a mito-
se'®. Durante essa fase, o contetido total de DNA aumenta do valor
diploide (2n) para o valor tetraploide (4n)2'. As fases G1, S, G2 e
M sio as subdivisdes do ciclo celular padrao. (Figura 3).

Uma vez no ciclo, as células tém trés caminhos a seguir: per-
manecer no ciclo, seguindo para divisdes sucessivas; sair do ciclo,
continuar vivas e entrar na fase G; ou morrer por apoptose*. Ha
dois pontos no ciclo celular denominados pontos de checagem, im-
portantes para a decisdo a ser tomada em relagdo a continuagdo ou
parada no ciclo. O comprometimento para a replicagdo cromosso-
mial nas células animais ocorre na fase G, e ¢ denominado ponto de
checagem G,. O comprometimento para a divisdo mitética ocorre
no final da fase G, (transi¢do para M) e ¢ denominado ponto de
checagem G,. Esses pontos de checagem sdo importantes porque
permitem o controle do sistema por sinais do meio externo.

Se houver alguma falha no DNA, genes envolvidos na regula-
¢do do ciclo celular, entre eles o p53, 0 pl6 e 0 DAPK, serdo ativa-
dos,?? fazendo com que a célula, ao chegar ao ponto de checagem
G, ou G,, seja induzida a morte programada (apoptose) ou a parada
na fase G, até que condigdes ambientais favordveis aparecam ou
que o DNA danificado seja reparado®.

PONTO DE CHECAGEM

FASEM

mitose
{divisdo nuclear)

(W)

pEr e =a

INTERFASE

FASE S
(replicagéo
do DNA)

PONTO DE CHECAGEM

Figura 3 — As quatro fases sucessivas de um ciclo-padrio de uma célula eucaridtica

(adaptada de Albert ez al., 2004).

citocinese
(divisdo citoplasmatica)

O gene p53, localizado no cromossoma 17, codifica a proteina
p53 e esta envolvido em processos celulares incluindo regulagao do
ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparo do DNA, diferenciacdo
celular e angiogénese?!. A sua inativagdo funcional representa uma
das anormalidades genéticas mais frequentemente encontradas em
neoplasias humanas, pois promove a perda da capacidade de supri-
mir o crescimento de células anormais, permitindo a sobrevivéncia
de células com DNA danificados que continuardo a replicar-se.

A mutacdo do gene p53 tem sido reconhecida como o evento
mais precoce nos tumores invasivos de células escamosas da pele.
Vanin et al., analisando a superexpressdo da p53 em LE adjacente
ao cancer vulvar, observaram a presen¢a da mutacao no carcinoma
vulvar. De acordo com Rolfe ef al., a mutagdo do gene p53 tem um
importante papel na progressao do LE para o carcinoma escamoso
vulvar.

Gene p16

O gene p16 esta localizado na regido cromossomica 9p21 e pos-
sui trés exons, sendo o exon 1 constituido por 126 pb (pares de
base); o exon 2, por 307 pb; e o exon 3, por 11 pb. O gene p16 co-
difica uma proteina de 16 kDa, que atua como inibidora da cinase
dependente de ciclina (CdK), mantendo a proteina retinoblastoma
(Rb) em um estado hipofosforilado e controlando negativamente
a progressao do ciclo celular na passagem das fases de G1 para S
(sintese)?s°.

Um ponto-chave no qual as células deci-
dem replicar seu DNA e entrar em um ciclo
de divisdo celular ¢ controlado pela proteina
retinoblastoma (pRb), o produto do gene su-
pressor de tumor Rb. A pRb serve como um
freio que limita a entrada na fase S, ao ligar-se
as proteinas reguladoras de genes, as E2F, que
s30 necessarias para expressar 0S genes cujos
produtos sdo imprescindiveis para o prossegui-
- mento do ciclo celular; isto ¢, a E2F liga-se a
- sequéncias especificas do DNA nos promotores
de genes que codificam proteinas necessarias
para a entrada na fase S, como a Gl-ciclina e
a S-ciclina.

Durante a fase G1, a pRb liga-se a E2F ¢
bloqueia a transcricdo dos genes da fase S.
Quando as células sdo estimuladas a se divi-
dir pelos sinais extracelulares, a pl6 para de
bloquear o complexo G1-CdK, que, ativo, fos-
forila a pRb, reduzindo a afinidade desta pela
E2F. A pRbD dissocia-se, permitindo que a E2F
ative a expressdo dos genes da fase S e ocorra a
transcrigdo's*! (Figura 4).

A inativagdo do gene p16, que pode ocorrer
por dele¢do, mutagdo ou metilagdo, é comum
em muitas formas de canceres humanos. A
metilagdo do gene pl6 esta associada a perda

FASE G,

da expressdo de sua proteina®’ e parece ser um
evento precoce na carcinogénese vulvar®.
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Figura 4 — A via que controla o ciclo celular por meio da proteina p16 (adaptada de Albert ez al., 2004).

Em nosso meio, a metilagdo do gene p16 foi estudada no liquen
escleroso vulvar, pela técnica do bissulfito, para modificagdo do
DNA e amplificacdo do produto pela PCR (reagdo em cadeia da
polimerase), e apresentou metilagdo em 35% (8/23) dos casos.

Lerma et al., por meio da técnica do bissulfito para modificagao
do DNA e amplificagdo do produto pela PCR, detectaram a pre-
senga da metilagdo do gene pl6 em 42,8% (9/21) dos casos estu-
dados de LE. Pela técnica de imuno-histoquimica, os autores nao
evidenciaram alteragdes na expressdo imuno-histoquimica da pRb
e da ciclina-D1 no LE, ao contrario do que foi notado nos casos de
carcinoma vulvar. Segundo os autores, a metilagdo do gene pl6
representa um evento precoce no LE, na NIV e no cancer vulvar. A
superexpressdo da ciclina-D1 ocorre em estagios mais avangados
da carcinogénese vulvar (NIV e cancer vulvar), e a perda da ex-
pressdo da pRb surge como um evento tardio, ndo participando da
transformagao maligna, somente presente no cancer vulvar. Assim
sendo, a perda da fungdo dos genes p16 ¢ Rb em tempos distintos
pode ter dois diferentes efeitos: a alteragdo de qualquer um dos
genes ¢ suficiente para romper o ciclo celular na fase de transicdo
entre as fases G1 e S no ponto de checagem, ou mudancas na ex-
pressdo de um deles podem ser compensadas pelo outro, mantendo
o efeito inibitorio do crescimento celular.

Em contraste, foi observado em estudos prévios que, nos casos
de cancer cervical e vulvar induzidos pela infeccdo causada pelo
HPV oncogénico, a proteina p16 frequentemente se mostrou supe-
rexpressa. Quando o HPV se integra ao genoma da célula hospe-
deira, hd um rompimento do genoma viral entre E1/E2. Com isso,
ha perda da fun¢do da proteina E2, que ¢ a proteina regulatdria
das oncoproteinas virais, E6 ¢ E7. Essas oncoproteinas contribuem
para a transformag@o maligna, por interferirem na regulagdo do
ciclo celular envolvendo a pl16. Ha degradagdo da proteina p53
pela oncoproteina E6 e inativagdo funcional da proteina pRb por
meio do bloqueio da E7. Subsequentemente, ha ativacao da regido
promotora de genes envolvidos na sintese de DNA e na progressao
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do ciclo celular, resultando na reciproca superexpressao da plo,
naturalmente uma reguladora negativa do ciclo celular®.

A expressdo da proteina pl16 nos tumores positivos para HPV
oncogénico, principalmente o tipo 16, indica que a mutagdo do
gene pl6 ndo ¢ um evento genético comum nos carcinomas asso-
ciados ao HPV?**. A analise imuno-histoquimica da proteina p16
parece ser um promissor marcador entre o carcinoma vulvar asso-
ciado e o ndo associado a infecgdo viral'-*537,

Alguns estudos analisaram a expressao proteica da p16 nas le-
soes que compdem a via da carcinogénese vulvar por meio da téc-
nica de imuno-histoquimica. Riethdorf ef al. notaram que, no LE, a
expressao da p16 mostrou-se positiva, com fraca a moderada inten-
sidade, numa propor¢ao de 42% (5/12) dos casos. A expressdo da
p16 mostrou-se positiva em 4% (2/48) dos casos de carcinoma es-
camoso vulvar queratinizante e em 95% (76/80) dos casos de carci-
noma basaloide/verrucoso e NIV usual, que também apresentaram
positividade para o HPV 16 em 90%. O valor preditivo positivo da
p16 imunopositiva e do DNA-HPV positivo para o diagnostico de
carcinoma escamoso basaloide/verrucoso e NIV usual foi de 97%
e 95%, respectivamente.

Em estudo de Santos et al., a proteina p16 foi considerada po-
sitiva na técnica de imuno-histoquimica quando mais de 25% das
células se apresentavam com coloragdo. A p16 mostrou-se forte-
mente positiva nos casos de NIV usual e carcinoma basaloide/ver-
rucoso. A p16 foi negativa nos casos de epitélio normal, hiperplasia
epitelial, liquen escleroso, NIV diferenciada e em mais de 90%
dos casos de carcinoma escamoso queratinizante (dos trés casos
positivos, um foi em mulher de 25 anos, sugerindo provavel en-
volvimento do HPV, e os outros dois casos foram em mulheres de
85 e 87 anos que tinham um pequeno foco de NIV usual adjacente
ao carcinoma). A p16 foi positiva com menos de 5% das células
coloridas em 28% dos casos de epitélio normal, 35% de hiperpla-
sia epitelial, 21% de LE e 9% dos casos de carcinoma escamoso
queratinizante.
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Figura 5 — Vias de estimulo do gene DAPK (baseada em Bialik e Kinchi, 2006).

Van der Avoort et al. estudaram os dois caminhos da carcino-
génese vulvar por meio de analise da presenca do HPV e da ex-
pressdo da pl6. Nas lesdes de NIV tipo usual, a expressdo da pl6
aumentou de acordo com o grau de NIV: na NIV I classica houve
expressdo em 60% (3/5); na NIV II classica, em 71% (5/7), e na
NIV III cléssica, em 88% (15/17). Todas as lesoes de NIV cléssica
com HPV oncogénico foram acompanhadas pela expressao da p16.
Com isso, a expressdo da pl16 nas lesdes de NIV classica foi mais
frequentemente observada na presenga do HPV. Nas amostras de
carcinoma vulvar, 75% (12/16) ndo mostraram expressdo da p16.
Nao houve associacdo estatistica significativa entre a expressao da
pl6 e o nivel de diferenciagdo do carcinoma de células escamosas.
Nos casos de liquen escleroso; 40% (4/10) expressaram levemente
apl6, e todos os casos foram negativos para 0 DNA-HPV. Das oito
lesdes de NIV diferenciada, apenas duas foram levemente positivas
para a pl6. O caso de NIV diferenciada com presenca do HPV
oncogénico foi negativo para a expressao da pl16. Todos os casos
de carcinoma queratinizante de células escamosas foram negativos
para o DNA-HPV.

DAPK
SYNTAXIN-1A i
VESicuLAS il

AUTOFAGICAS

P53
CASPASES
MORTE
CELULAR

Figura 6 — Vias da morte celular programada (baseada em Bialik e
Kinchi, 20006).

A metilagdo do gene pl6 parece estar presente durante a pro-
gressdo em outros sitios tumorais, como cervical e gastrico***4.

Gene DAPK

O gene DAPK esta localizado no cromossomo 9q34.1 e associa-
do a supressdo de tumores por controlar a morte celular e impedir
o crescimento de células tumorais, além de ser um supressor de
metastases?*4!. E encontrado abundantemente no cérebro humano,
sobretudo no hipocampo. Pertence a familia das cinases e é regu-
lado pelo complexo calcio/calmodulina®. Ele codifica uma seri-
na/treonina cinase ¢ atua como mediador positivo da apoptose*.
O gene DAPK esta envolvido tanto na via extrinseca como na via
intrinseca da apoptose®. Sua expresséo ¢, frequentemente, perdida
em tumores humanos por metilagdo dos dinucleotideos CpG, en-
contrados na regido promotora**.

O gene DAPK pode ser ativado por varios mecanismos. O DNA
danificado e a expressdo dos oncogenes estimulam a p53, que ¢
codificada pelo gene regulador negativo do ciclo celular e induz
a célula ao estado de repouso (G,) ou a apoptose. Além da p53, o
Smad, um fator transcricional que ¢ estimulado pelo TGF- (fator
transformador de crescimento), também estimula o gene DAPK**.
O TGF-p pertence a familia de proteinas sinalizadoras com efeito
anticrescimento que atuam inibindo o ciclo celular'®. A ERK (cina-
se regulada por sinal extracelular) ¢ uma proteina que estimula o
gene DAPK por meio da fosforilagdo da serina 735. Certos estimu-
los de morte, como o TNF-a (fator de necrose tumoral), a protei-
na Unc5H2, IFN-y (interferon), ceramide e a proteina ligante Fas,
ativam o gene DAPK por desfosforilacdo da serina 308, catalisada
pela fosfatase. Esse processo aumenta a afinidade do gene DAPK
pela calmodulina, que também o ativa. Dois fatores sdo preditivos
para ativagao do gene DAPK: o aumento do calcio intracelular me-
diado pela calmodulina e a desfosforilagdo da serina 308*.

O gene DAPK acarreta apoptose nas células transformadas por
oncogenes, por meio da ativagdo da p53 no ponto de checagem
para apoptose dependente do complexo pl19ARF/p53. Apl19 é uma
proteina inibidora do ciclo celular que se liga e inibe a Mdm?2, que,
por sua vez, promove a degradacdo da p53. A ativagao da p19, por-
tanto, causa aumentos nos niveis da p53, induzindo a parada do
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ciclo celular ou a apoptose. Na auséncia do gene DAPK, parece
que a p53 esta parcialmente regulada em resposta aos sinais de
proliferacdo. A expressao do gene DAPK induz a p53, portanto o
gene DAPK ¢ um gatilho transcricional da p53, que indica a sinali-
zagdo da alga de feedback, quando ambos se ativam. A p53 ativada
pelo gene DAPK constitui o classico caminho de morte celular en-
volvendo a ativa¢ao mitocondrial da cascata de caspases, chamada
morte celular tipo I: apoptose?. Uma outra via alternativa de morte
celular mediada pelo gene DAPK ocorre com a formagao de ve-
siculas autofagicas, o tipo II: autofagico. O substrato responsavel
por esse caminho parece ser a proteina syntaxin-14. A autofagia re-
sulta na autodigestdo das organelas intracelulares. Ambos os tipos
de morte celular sdo regulados pelos mesmos sinais moleculares.
(Figuras 5 e 6).

Varios estudos avaliam o estado do gene DAPK em tumores hu-
manos. As pesquisas evidenciam a perda da sua expressao em tipos
tumorais, principalmente por meio da metilagdio do DNA!. Sitios
tumorais, como cabega e pescogo, pulmdes, laringe, anus, cérvix,
colon-reto e estomago apresentaram metilagdo e consequente si-
lenciamento do gene DAPK®*!1:3942-46,

Com relagdo ao liquen escleroso vulvar e cancer vulvar, nas ba-
ses de dados consultadas nao foram encontrados estudos em perio-
dicos cientificos sobre a analise da metilagdo do gene DAPK.

Em nosso meio, a metilagdo do gene DAPK foi estudada no li-
quen escleroso vulvar, pela técnica do bissulfito, para modificagao
do DNA e amplificacdo do produto pela PCR, e apresentou meti-
lagao em 17% (4/23) dos casos. Sendo que em 8% (2/23) houve
metilag@o simultanea dos genes p16 e DAPK.

DISCUSSAQ

Os estudos referentes a funcionabilidade do gene p16 e ao seu
papel na via da carcinogénese vulvar sugerem que, na via rela-
cionada com o HPYV, isto é, na NIV usual e no carcinoma basaloi
de/verrucoso, a proteina pl6 parece apresentar-se superexpressa,
talvez em resposta de defesa a acdo viral, uma vez que ha a inati-
vagao funcional da pRb por meio do bloqueio da oncoproteina E7
do HPV. Ja na via do LE vulvar, isto ¢, na NIV diferenciada e no
carcinoma escamoso queratinizante, os dados da literatura descri-
tos ndo sdo substanciais quanto a presenga da expressao proteica
e a presenga da metilacdo do gene como um fator importante na
transformagdo maligna.

A inativagdo do gene p16 parece estar envolvida, em geral, com
processos proliferativos que ndo estdo sempre relacionados com
progressdo para o cancer; mas que fornecem um evento permis-
sivo que predispde células a responder com eventos moleculares
oncogénicos *2.

Aperda ou arreducdo da proteina do gene DAPK, causada pela me-
tilagdo, parece ser um importante degrau na anulagao da apoptose e
uma pré-condi¢@o para o acimulo de outras aberragdes genéticas.
A presenca da metilagdo do gene DAPK na regido promotora em
tecidos sem neoplasia pode ser interpretada como o aparecimento
de lesdes pré-malignas que ndo puderam ser detectadas morfolo-
gicamente. A detecgdo da metilagdo do gene DAPK parece ser um
potencial marcador diagnostico molecular nos estagios iniciais da
carcinogénese*®.

No estudo em nosso meio, as pacientes com genes metilados
e os dois casos descritos com metilagdo simultdnea em ambos os
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genes analisados poderdo apresentar maior suscetibilidade ao sur-
gimento da NIV diferenciada e cancer vulvar. A prevaléncia de
metilagdo do gene pl6 foi alta (35%) em relagdo a frequéncia da
evolugdo para o cancer a partir do LE, descrita na literatura (4-6%),
entretanto a porcentagem encontrada de ambos os genes metila-
dos (8,3%) aproxima-se da propor¢do de malignizacdo da doen-
¢a. Pode-se sugerir que a metilagdo do gene p16 seja um evento
precoce na via carcinogénica vulvar e que outros eventos, como
a presenga do gene DAPK metilado, constituam alteragdes epige-
néticas adicionais para a evolugdo da NIV e, consequentemente,
do cancer vulvar. E importante ressaltar que outras modificagdes
génicas, provavelmente, estdo associadas as alteragdes desses dois
genes no caminho da transformagao maligna.

A auséncia de alteragdes morfoldgicas nos casos metilados pode
ser justificada pelo fato de o acimulo de alteragdes genéticas e epi-
genéticas ocorrer, paulatinamente, durante anos antes da transfor-
magao maligna ou pré-maligna morfologica.

O proprio LE leva, segundo a literatura,>* em torno de 10 anos
para a transformagao maligna, que ocorre em torno de 4 a 6% dos
casos, ¢ neste periodo muitas alteragdes moleculares vao-se so-
mando até sua transformagao morfologica. Com isso, a metilagao
da regiao promotora dos genes supressores de tumor pode-se tornar
um marcador molecular tumoral para o diagnostico precoce ainda
nas células ndo malignas morfologicamente*’.

O cancer vulvar tem como uma das principais vias a transforma-
¢do maligna para NIV a partir do LE vulvar; entretanto o risco de
cancer difere entre as portadoras de LE, o que provavelmente refle-
te diversidade da doenga, suscetibilidade da hospedeira ou fatores
ambientais. O desenvolvimento de marcadores preditivos para dis-
tinguir qual dos casos de LE tem particular risco de cancer vulvar
podera reduzir a mortalidade. A analise da metilagdo do DNA ¢
uma técnica candidata para a identificacdo precoce das pacientes
com alto risco para desenvolver cancer, tanto na via relacionada com
a infecgao pelo HPV quanto na via do LE.

Estudos moleculares futuros sobre a via da carcinogénese vul-
var poderdo elucidar melhor o efeito da metilagdo génica no prog-
noéstico e na evolugao da doenga.
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