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RESUMO
O câncer vulvar é o quarto tipo de câncer mais comum nas mulheres e representa 4,8% dos cânceres do trato genital inferior. O carcinoma de células 
escamosas é responsável por 80 a 90% de todos os cânceres de vulva. O carcinoma escamoso vulvar e suas lesões pré-malignas parecem desenvolver-se 
por dois caminhos distintos, baseados em características etiológicas e histopatológicas, tendo assim uma etiologia heterogênea. Um dos caminhos está 
relacionado com a infecção pelo HPV, e o outro, com as desordens epiteliais, tais como líquen escleroso e hiperplasia epitelial. O HPV é um importante 
fator causal das neoplasias do trato genital inferior. Ele está presente em cerca de 90% dos cânceres do colo uterino e 30 a 40% dos cânceres de vulva. 
O tipo mais prevalente é o 16, seguido pelos tipos 18, 45, 31 e 33. O estudo das alterações genéticas e epigenéticas, por meio da análise de metilação e 
imunoexpressão gênica, tem demonstrado uma grande versatilidade para o monitoramento molecular de pacientes com câncer, o que impulsiona pesquisas 
de métodos diagnósticos e terapêuticos do câncer. Nesta atualização pretendeu-se demonstrar as funções dos genes p16 e DAPK e as recentes pesquisas 
sobre a expressão destes genes nas vias da carcinogênse vulvar.
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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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INTRODUÇÃO
O câncer vulvar é o quarto tipo de câncer mais comum nas mu-

lheres. Nos Estados Unidos da América (EUA), em 2004, segundo 
a Sociedade Americana de Câncer, 3.970 novos casos da doença 
foram diagnosticados, representando 4,8% dos cânceres do trato 
genital inferior1. A mesma sociedade disponibiliza em página na 
internet a informação de que houve 3.460 novos casos em 2008 
nos EUA. O aumento da incidência do câncer vulvar em função 
da idade foi de aproximadamente 2/100.000 para 25/100.000 após 
os 75 anos2. Alguns fatores de risco são relacionados, como fumo, 
líquen escleroso vulvar (LE), hiperplasia epitelial vulvar, neoplasia 
intraepitelial vulvar (NIV), infecção pelo HPV (papilomavírus hu-
mano), síndrome de imunodefi ciência, histórico de câncer cervical 
e ancestralidade norte-europeia. O carcinoma de células escamosas 
é responsável por 80 a 90% de todos os cânceres de vulva e 3 a 4% 
de todos os cânceres ginecológicos3. 

As alterações epigenéticas, assim como as alterações genéticas, 
estão envolvidas no desenvolvimento e na progressão do câncer4. 

O estudo dessas alterações, por meio da análise da metilação e da 
imunoexpressão gênica, tem demonstrado uma grande versatilida-
de para o monitoramento molecular de pacientes com câncer, o 
que impulsiona pesquisas de métodos diagnósticos e terapêuticos 
do câncer5. Nesta atualização pretendeu-se demonstrar as funções 
dos genes p16 e DAPK (proteína cinase associada à morte) e as 
recentes pesquisas sobre a expressão desses genes nas vias da car-
cinogênse vulvar.

Vias da carcinogênese vulvar
O carcinoma escamoso vulvar e suas lesões pré-malignas pa-

recem desenvolver-se por dois caminhos distintos, baseados em 
características etiológicas e histopatológicas, tendo assim uma 
etiologia heterogênea. O primeiro caminho leva principalmente 
a carcinomas (basaloides e/ou verrucosos) não queratinizantes e 
afeta, prioritariamente, mulheres jovens. Nesse caminho, a infec-
ção pelo HPV oncogênico está envolvida, predominando o tipo 16, 
ainda que sejam detectados os tipos 18, 45, 31 e 33. A lesão pré-
-maligna associada é a NIV basaloide e/ou verrucosa, usualmente 
chamada de “clássica” ou bowenoide1. Na nova nomenclatura re-
centemente proposta pela Sociedade Internacional do Estudo de 
Doenças Vulvovaginais, as lesões de NIV positivas para o HPV são 
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chamadas NIV tipo usual6. Em geral são multifocais, aparentam ter 
um prognóstico melhor do que nos casos de ausência do HPV e são 
responsáveis por 30 a 40% dos casos de câncer vulvar. 

O segundo caminho raramente se associa à infecção pelo HPV, 
ocorre em mulheres mais idosas, é, em geral, unifocal e leva ao 
carcinoma de células escamosas queratinizante, partindo de um 
ambiente de desordens epiteliais não neoplásicas, como o líquen 
escleroso, a hiperplasia epitelial, o processo infl amatório crônico 
e até da pele vulvar normal. É responsável por 60% dos casos de 
câncer vulvar. Sua possível forma precursora é conhecida como 
NIV diferenciada. 

É bem estabelecido que a infecção pelo HPV de alto risco tem 
um papel essencial na carcinogênese de tumores do trato genital 
inferior. O desenvolvimento do câncer é o resultado de um com-
plexo mecanismo no qual as proteínas oncogênicas virais E6 e E7 
bloqueiam as proteínas regulatórias, especialmente a p53 e a pRb 
(retinoblastoma), produzidas por genes supressores de tumor1. 

Com o tratamento, a chance de malignização do LE encontra-
se entre 4 e 6%, isto é, suspeita-se, mas sem comprovação, que o 
controle dos sintomas pode ter um efeito protetor na malignização7. 
Entretanto, em mais de 60% dos casos de câncer vulvar há presen-
ça de LE nas margens da lesão8. 

A infl amação crônica parece atuar com importante papel, mas a 
exata patogênese da progressão maligna não está estabelecida. O 
perfi l imunogenético, a alta expressão da proteína p53 e a presença 
da hiperplasia podem fazer parte dos determinantes para a trans-
formação maligna7. 

Em estudo recente, van der Avoort et al. pesquisaram os dois ca-
minhos do carcinoma escamoso vulvar. Eles detectaram a presença 
do HPV, principalmente do tipo 16, nas lesões de NIV tipo usual 
(em três de sete lesões clássicas de NIV II – 43%, e em 12 de 17 
lesões clássicas de NIV III – 71%), em somente uma entre as oito 
lesões de NIV diferenciada e em nenhuma amostra de carcinoma 
de células escamosas e de líquen escleroso.

Segundo Raspollini et al., séries de casos de carcinoma de célu-
las escamosas excisados não reportam a NIV adjacente em um alto 
percentual dos casos. Tumores invasivos podem substituir lesões 
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 evidência morfológica de células atí-
picas. A média de intervalo de surgimento do câncer vulvar a partir 
do líquen escleroso é em torno de 10 anos2,9.

Metilação
 O caminho da malignização provavelmente resulta de uma sé-

rie de acúmulos de alterações genéticas e epigenéticas4. A mutação 
representa uma alteração genética em que há modifi cação na se-
quência genômica do DNA (ácido desoxirribonucleico) resultando 
em inativação do seu produto (proteína). As alterações epigené-
ticas têm-se estabelecido como um dos sinais moleculares mais 
importantes dos tumores em humanos, podendo causar lesões em 
genes que têm importância-chave no desenvolvimento do câncer, 
como os genes envolvidos em reparo de DNA, apoptose, aderência 
e ciclo celular10. 

A metilação representa o principal fenômeno epigenético pelo 
qual um gene é silenciado. A metilação do DNA é uma modifi ca-

ção química, epigenética, pós-duplicação, mediada por enzimas, na 
qual são adicionados radicais metil (CH

3
) em regiões específi cas 

(nucleotídeos) do DNA. Este processo está associado ao controle 
da expressão gênica,11 ao controle da recombinação gênica e a um 
mecanismo de defesa contra DNA exógenos que invadem o ge-
noma12. A metilação é considerada epigenética porque, apesar de 
afetar a estrutura do DNA, não altera defi nitivamente o código ge-
nético, isto é, não produz efeito no pareamento de bases,13 podendo 
retornar a sua funcionabilidade normal com o uso de agentes deme-
tilantes14,15. Em humanos, a metilação no DNA ocorre comumente 
em citosinas (C) seguidas de guaninas (G), conhecidas como ilhas 
CpG (citosina e guanina na região promotora). Mais da metade 
dessas ilhas são metiladas16 e encontram-se na região promotora 
dos genes, que são sequências regulatórias situadas na extremidade 
5’ do DNA logo antes do sítio de transcrição gênica17. A metila-
ção é mediada por enzimas denominadas DNA metiltransferases 
(DNMT), que catalisam a adição de um grupamento metil doa-
do pelo S-adenosilmetionina (SAM) à citosina nos dinucleotídeos 
CpG (Figura 1). 

Figura 1 – Mecanismo de metilação do DNA. A 5-metilcitosina 

é produzida pela ação da DNA-metiltransferase (DNMT1, 3a ou 

3b), que catalisa a transferência de um radical metil (CH
3
) da S-

adenosilmetionina (SAM) para o carbono da posição 5 da citosina13. 

É possível encontrar inativação simultânea de vários caminhos 
pela metilação aberrante comprometendo todas as funções gêni-
cas. O silenciamento transcricional dos genes supressores de tumor 
pela hipermetilação das ilhas CpG na região promotora é um dos 
principais mecanismos de inativação gênica e possivelmente resul-
ta em perda do controle do crescimento celular e contribui para a 
carcinogênese4,11 (Figura 2).

Alguns trabalhos analisam a função gênica por meio da técnica 
do bissulfi to, que verifi ca a presença ou não da metilação gênica. 
Outros estudos avaliam a imunoexpressão proteica, produto gêni-
co, pela técnica de imuno-histoquímica.
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Proto-oncogenes, oncogenes e genes supressores de 

tumor
A análise das alterações genéticas em células cancerosas reve-

lou um grande número de genes que codifi cam proteínas envol-
vidas no controle da proliferação celular. Esses genes podem ser 
classifi cados em genes de proliferação e genes de antiproliferação. 
Os proliferativos ou proto-oncogenes são aqueles que promovem 
o crescimento celular, a organização do sistema-controle do ciclo 
celular e fazem com que a célula ultrapasse o ponto de checagem 
G118. Quando mutados, são denominados oncogenes. Os oncoge-
nes provocam uma proliferação anormal das células, o que é uma 
característica essencial dos cânceres19. Em outro grupo, encontram-se 
os genes classifi cados como antiproliferativos ou antioncogenes, 
que impedem o desenvolvimento do ciclo celular. O mais bem es-
tudado é o gene do retinoblastoma (Rb). Quando esses genes estão 
modifi cados ou ausentes, seu efeito é suprimido, e o crescimento 
celular desenvolve-se de forma anormal; são denominados genes 

supressores tumorais, e entre estes estão o p53 e o p1620. Além dis-
so, há genes relacionados com a morte celular programada (apop-
tose), como o próprio p53 e o DAPK. 

Ciclo celular
O ciclo celular compreende uma série de processos que uma 

célula precisa efetuar para alcançar a divisão celular. Todos esses 
processos são coordenados por um sistema-controle do ciclo ce-
lular18. 

O ciclo celular é dividido em fases distintas, das quais a mais 
dramática é a mitose (ou meiose), processo de divisão nuclear, cul-
minando com o momento de divisão celular propriamente dito ou 
fase M. A replicação do DNA nuclear ocupa somente uma parte da 
interfase, chamada fase S do ciclo celular (S = síntese). O intervalo 
entre o término da mitose e o começo da síntese de DNA é chama-
do de fase G1 (G = gap ou lacuna), e o intervalo entre o fi nal da 
síntese de DNA e o início da mitose é chamado de fase G2. As fases 

Figura 2 - Ilha CpG típica de um gene supressor de tumor representada numa célula normal (A) e em uma tumoral (B). As bolinhas brancas 

representam CpG não metiladas; e as bolinhas pretas, CpG metiladas5. 
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G1 e G2 propiciam um tempo adicional para o crescimento celular. 
Durante a fase G1 a célula monitora seu próprio crescimento e ta-
manho. No momento oportuno, a célula decide sobre seu compro-
metimento com a replicação de DNA e a conclusão de um ciclo de 
divisão18. Nessa fase, o RNA (ácido ribonucleico) e proteínas são 
sintetizados, ainda não havendo replicação do DNA21. A fase G2 
fornece um intervalo de segurança, de maneira que a célula possa 
assegurar uma completa replicação de DNA antes de iniciar a mito-
se18. Durante essa fase, o conteúdo total de DNA aumenta do valor 
diploide (2n) para o valor tetraploide (4n) 21. As fases G1, S, G2 e 
M são as subdivisões do ciclo celular padrão. (Figura 3).

Uma vez no ciclo, as células têm três caminhos a seguir: per-
manecer no ciclo, seguindo para divisões sucessivas; sair do ciclo, 
continuar vivas e entrar na fase G

0
; ou morrer por apoptose22. Há 

dois pontos no ciclo celular denominados pontos de checagem, im-
portantes para a decisão a ser tomada em relação à continuação ou 
parada no ciclo. O comprometimento para a replicação cromosso-
mial nas células animais ocorre na fase G

1 
e é denominado ponto de 

checagem G
1
. O comprometimento para a divisão mitótica ocorre 

no fi nal da fase G
2
 (transição para M) e é denominado ponto de 

checagem G
2
. Esses pontos de checagem são importantes porque 

permitem o controle do sistema por sinais do meio externo. 
Se houver alguma falha no DNA, genes envolvidos na regula-

ção do ciclo celular, entre eles o p53, o p16 e o DAPK, serão ativa-
dos,23,24 fazendo com que a célula, ao chegar ao ponto de checagem 
G

1 
ou G

2
, seja induzida à morte programada (apoptose) ou à parada 

na fase G
0
, até que condições ambientais favoráveis apareçam ou 

que o DNA danifi cado seja reparado25.

O gene p53, localizado no cromossoma 17, codifi ca a proteína 
p53 e está envolvido em processos celulares incluindo regulação do 
ciclo celular, apoptose, senescência, reparo do DNA, diferenciação 
celular e angiogênese21. A sua inativação 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 sobrevivência 
de células com DNA danifi cados que continuarão a replicar-se.

A mutação do gene p53 tem sido reconhecida como o evento 
mais precoce nos tumores invasivos de células escamosas da pele. 
Vanin et al., analisando a superexpressão da p53 em LE adjacente 
ao câncer vulvar, observaram a presença da mutação no carcinoma 
vulvar. De acordo com Rolfe et al., a mutação do gene p53 tem um 
importante papel na progressão do LE para o carcinoma escamoso 
vulvar.

Gene p16
O gene p16 está localizado na região cromossômica 9p21 e pos-

sui três exons, sendo o exon 1 constituído por 126 pb (pares de 
base); o exon 2, por 307 pb; e o exon 3, por 11 pb. O gene p16 co-
difi ca uma proteína de 16 kDa, que atua como inibidora da cinase 
dependente de ciclina (CdK), mantendo a proteína retinoblastoma 
(Rb) em um estado hipofosforilado e controlando negativamente 
a progressão do ciclo celular na passagem das fases de G1 para S 
(síntese)28-30. 

Figura 3 – As quatro fases sucessivas de um ciclo-padrão de uma célula eucariótica 

(adaptada de Albert et al., 2004).

Um ponto-chave no qual as células deci-
dem replicar seu DNA e entrar em um ciclo 
de divisão celular é controlado pela proteína 
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 
às proteínas reguladoras de genes, as E2F, que 
são necessárias para expressar os genes cujos 
produtos são imprescindíveis para o prossegui-
mento do ciclo celular; isto é, a E2F liga-se a 
sequências específi cas do DNA nos promotores 
de genes que codifi cam proteínas necessárias 
para a entrada na fase S, como a G1-ciclina e 
a S-ciclina. 

Durante a fase G1, a pRb liga-se à E2F e 
bloqueia a transcrição dos genes da fase S. 
Quando as células são estimuladas a se divi-
dir pelos sinais extracelulares, a p16 para de 
bloquear o complexo G1-CdK, que, ativo, fos-
forila a pRb, reduzindo a afi nidade desta pela 
E2F. A pRb dissocia-se, permitindo que a E2F 
ative a expressão dos genes da fase S e ocorra a 
transcrição18,31 (Figura 4).

 A inativação do gene p16, que pode ocorrer 
por deleção, mutação ou metilação, é comum 
em muitas formas de cânceres humanos. A 
metilação do gene p16 está associada à perda 
da expressão de sua proteína32 e parece ser um 
evento precoce na carcinogênese vulvar33. 
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Em nosso meio, a metilação do gene p16 foi estudada no líquen 
escleroso vulvar, pela técnica do bissulfi to, para modifi cação do 
DNA e amplifi cação do produto pela PCR (reação em cadeia da 
polimerase), e apresentou metilação em 35% (8/23) dos casos.

Lerma et al., por meio da técnica do bissulfi to para modifi cação 
do DNA e amplifi cação do produto pela PCR, detectaram a pre-
sença da metilação do gene p16 em 42,8% (9/21) dos casos estu-
dados de LE. Pela técnica de imuno-histoquímica, os autores não 
evidenciaram alterações na expressão imuno-histoquímica da pRb 
e da ciclina-D1 no LE, ao contrário do que foi notado nos casos de 
carcinoma vulvar. Segundo os autores, a metilação do gene p16 
representa um evento precoce no LE, na NIV e no câncer vulvar. A 
superexpressão da ciclina-D1 ocorre em estágios mais avançados 
da carcinogênese vulvar (NIV e câncer vulvar), e a perda da ex-
pressão da pRb surge como um evento tardio, não participando da 
transformação maligna, somente presente no câncer vulvar. Assim 
sendo, a perda da função dos genes p16 e Rb em tempos distintos 
pode ter dois diferentes efeitos: a alteração de qualquer um dos 
genes é sufi ciente para romper o ciclo celular na fase de transição 
entre as fases G1 e S no ponto de checagem, ou mudanças na ex-
pressão de um deles podem ser compensadas pelo outro, mantendo 
o efeito inibitório do crescimento celular.

Em contraste, foi observado em estudos prévios que, nos casos 
de câncer cervical e vulvar induzidos pela infecção causada pelo 
HPV oncogênico, a proteína p16 frequentemente se mostrou supe-
rexpressa. Quando o HPV se integra ao genoma da célula hospe-
deira, há um rompimento do genoma viral entre E1/E2. Com isso, 
há perda da função da proteína E2, que é a proteína regulatória 
das oncoproteínas virais, E6 e E7. Essas oncoproteínas contribuem 
para a transformação maligna, por interferirem na regulação do 
ciclo celular envolvendo a p16. Há degradação da proteína p53 
pela oncoproteína E6 e inativação funcional da proteína pRb por 
meio do bloqueio da E7. Subsequentemente, há ativação da região 
promotora de genes envolvidos na síntese de DNA e na progressão 

do ciclo celular, resultando na recíproca superexpressão da p16, 
naturalmente uma reguladora negativa do ciclo celular34. 

A expressão da proteína p16 nos tumores positivos para HPV 
oncogênico, principalmente o tipo 16, indica que a mutação do 
gene p16 não é um evento genético comum nos carcinomas asso-
ciados ao HPV35. A análise imuno-histoquímica da proteína p16 
parece ser um promissor marcador entre o carcinoma vulvar asso-
ciado e o não associado à infecção viral1,35-37. 

Alguns estudos analisaram a expressão proteica da p16 nas le-
sões que compõem a via da carcinogênese vulvar por meio da téc-
nica de imuno-histoquímica. Riethdorf et al. notaram que, no LE, a 
expressão da p16 mostrou-se positiva, com fraca a moderada inten-
sidade, numa proporção de 42% (5/12) dos casos. A expressão 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 diagnóstico de 
carcinoma escamoso basaloide/verrucoso e NIV usual foi de 97% 
e 95%, respectivamente.

Em estudo de Santos et al., a proteína p16 foi considerada po-
sitiva na técnica de imuno-histoquímica quando mais de 25% das 
células se apresentavam com coloração. 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, líquen escleroso, NIV diferenciada e em mais de 90% 
dos casos de carcinoma escamoso queratinizante (dos três casos 
positivos, um foi em mulher de 25 anos, sugerindo provável 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. 

Figura 4 – A via que controla o ciclo celular por meio da proteína p16 (adaptada de Albert et al., 2004).
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Van der Avoort et al. estudaram os dois caminhos da carcino-
gênese vulvar por meio de análise da presença do HPV e da ex-
pressão da p16. Nas lesões de NIV tipo usual, a expressão da p16 
aumentou de acordo com o grau de NIV: na NIV I clássica houve 
expressão em 60% (3/5); na NIV II clássica, em 71% (5/7), e na 
NIV III clássica, em 88% (15/17). Todas as lesões de NIV clássica 
com HPV oncogênico foram acompanhadas pela expressão da p16. 
Com isso, a expressão da p16 nas lesões de NIV clássica foi mais 
frequentemente observada na presença do HPV. Nas amostras de 
carcinoma vulvar, 75% (12/16) não mostraram expressão da p16. 
Não houve associação estatística signifi cativa entre a expressão da 
p16 e o nível de diferenciação do carcinoma de células escamosas. 
Nos casos de líquen escleroso; 40% (4/10) expressaram levemente 
a p16, e todos os casos foram negativos para o DNA-HPV. Das oito 
lesões de NIV diferenciada, apenas duas foram levemente positivas 
para a p16. O caso de NIV diferenciada com presença do HPV 
oncogênico foi negativo para a expressão da p16. Todos os casos 
de carcinoma queratinizante de células escamosas foram negativos 
para o DNA-HPV. 

A metilação do gene p16 parece estar presente durante a pro-
gressão em outros sítios tumorais, como cervical e gástrico4,38-40. 

Gene DAPK
O gene DAPK está localizado no cromossomo 9q34.1 e associa-

do à supressão de tumores por controlar a morte celular e impedir 
o crescimento de células tumorais, além de ser um supressor de 
metástases24,41. É encontrado abundantemente no cérebro humano, 
sobretudo no hipocampo. Pertence à família das cinases e é regu-
lado pelo complexo cálcio/calmodulina24. Ele codifi ca uma seri-
na/treonina cinase e atua como mediador positivo da apoptose42. 
O gene DAPK está envolvido tanto na via extrínseca como na via 
intrínseca da apoptose43. Sua expressão é, frequentemente, perdida 
em tumores humanos por metilação dos dinucleotídeos CpG, en-
contrados na região promotora24. 

O gene DAPK pode ser ativado por vários mecanismos. O DNA 
danifi cado e a expressão dos oncogenes estimulam a p53, que é 
codifi cada pelo gene regulador negativo do ciclo celular e induz 
a célula ao estado de repouso (G

0
) ou à apoptose. Além da p53, o 

Smad, um fator transcricional que é estimulado pelo TGF-β (fator 
transformador de crescimento), também estimula o gene DAPK24. 
O TGF-β pertence à família de proteínas sinalizadoras com efeito 
anticrescimento que atuam inibindo o ciclo celular18. A ERK (cina-
se regulada por sinal extracelular) é uma proteína que estimula o 
gene DAPK por meio da fosforilação da serina 735. Certos estímu-
los de morte, como o TNF-α (fator de necrose tumoral), a proteí-
na Unc5H2, IFN-γ (interferon), ceramide e a proteína ligante Fas, 
ativam o gene DAPK por desfosforilação da serina 308, catalisada 
pela fosfatase. Esse processo aumenta a afi nidade do gene DAPK 
pela calmodulina, que também o ativa. Dois fatores são preditivos 
para ativação do gene DAPK: o aumento do cálcio intracelular me-
diado pela calmodulina e a desfosforilação da serina 30824. 

O gene DAPK acarreta apoptose nas células transformadas por 
oncogenes, por meio da ativação da p53 no ponto de checagem 
para apoptose dependente do complexo p19ARF/p53. A p19 é uma 
proteína inibidora do ciclo celular que se liga e inibe a Mdm2, que, 
por sua vez, promove a degradação da p53. A ativação da p19, por-
tanto, causa aumentos nos níveis da p53, induzindo a parada do 

Figura 5 – Vias de estímulo do gene DAPK (baseada em Bialik e Kinchi, 2006).

Figura 6 – Vias da morte celular programada (baseada em Bialik e 

Kinchi, 2006).
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ciclo celular ou a apoptose. Na ausência do gene DAPK, parece 
que a p53 está parcialmente regulada em resposta aos sinais de 
proliferação. A expressão do gene DAPK induz a p53, portanto o 
gene DAPK é um gatilho transcricional da p53, que indica a sinali-
zação da alça de feedback, quando ambos se ativam. A p53 ativada 
pelo gene DAPK constitui o clássico caminho de morte celular en-
volvendo a ativação mitocondrial da cascata de caspases, chamada 
morte celular tipo I: apoptose24. Uma outra via alternativa de morte 
celular mediada pelo gene DAPK ocorre com a formação de ve-
sículas autofágicas, o tipo II: autofágico. O substrato responsável 
por esse caminho parece ser a proteína syntaxin-1A. A autofagia re-
sulta na autodigestão das organelas intracelulares. Ambos os tipos 
de morte celular são regulados pelos mesmos sinais moleculares. 
(Figuras 5 e 6). 

Vários estudos avaliam o estado do gene DAPK em tumores hu-
manos. As pesquisas evidenciam a perda da sua expressão em tipos 
tumorais, principalmente por meio da metilação do DNA11. Sítios 
tumorais, como cabeça e pescoço, pulmões, laringe, ânus, cérvix, 
cólon-reto e estômago apresentaram metilação e consequente si-
lenciamento do gene DAPK4,11,39,42-46.

Com relação ao líquen escleroso vulvar e câncer vulvar, nas ba-
ses de dados consultadas não foram encontrados estudos em perió-
dicos científi cos sobre a análise da metilação do gene DAPK.

Em nosso meio, a metilação do gene DAPK foi estudada no lí-
quen escleroso vulvar, pela técnica do bissulfi to, para modifi cação 
do DNA e amplifi cação do produto pela PCR, e apresentou meti-
lação em 17% (4/23) dos casos. Sendo que em 8% (2/23) houve 
metilação simultânea dos genes p16 e DAPK.

DISCUSSÃO
Os estudos referentes à funcionabilidade do gene p16 e ao seu 

papel na via da carcinogênese vulvar sugerem que, na via rela-
cionada com o HPV, isto é, na NIV usual e no carcinoma basaloi 
de/verrucoso, a proteína p16 parece apresentar-se superexpressa, 
talvez em resposta de defesa à ação viral, uma vez que há a inati-
vação funcional da pRb por meio do bloqueio da oncoproteína E7 
do HPV. Já na via do LE vulvar, isto é, na NIV diferenciada e no 
carcinoma escamoso queratinizante, os dados da literatura descri-
tos não são substanciais quanto à presença da expressão proteica 
e à presença da metilação do gene como um fator importante na 
transformação maligna.

A inativação do gene p16 parece estar envolvida, em geral, com 
processos proliferativos que não estão sempre relacionados com 
progressão para o câncer; mas que fornecem um evento permis-
sivo que predispõe células a responder com eventos moleculares 
oncogênicos 32. 

A perda ou a redução da proteína do gene DAPK, causada pela me-
tilação, parece ser um importante degrau na anulação da apoptose e 
uma pré-condição para o acúmulo de outras aberrações genéticas. 
A presença da metilação do gene DAPK na região promotora em 
tecidos sem neoplasia pode ser interpretada como o aparecimento 
de lesões pré-malignas que não puderam ser detectadas morfolo-
gicamente. A detecção da metilação do gene DAPK parece ser um 
potencial marcador diagnóstico molecular nos estágios iniciais da 
carcinogênese46. 

No estudo em nosso meio, as pacientes com genes metilados 
e os dois casos descritos com metilação simultânea em ambos os 

genes analisados poderão apresentar maior suscetibilidade ao sur-
gimento da NIV diferenciada e câncer vulvar. A prevalência de 
metilação do gene p16 foi alta (35%) em relação à frequência da 
evolução para o câncer a partir do LE, descrita na literatura (4-6%), 
entretanto a porcentagem encontrada de ambos os genes metila-
dos (8,3%) aproxima-se da proporção de malignização da doen-
ça. Pode-se sugerir que a metilação do gene p16 seja um evento 
precoce na via carcinogênica vulvar e que outros eventos, como 
a presença do gene DAPK metilado, constituam alterações epige-
néticas adicionais para a evolução da NIV e, consequentemente, 
do câncer vulvar. É importante ressaltar que outras modifi cações 
gênicas, provavelmente, estão associadas às alterações desses dois 
genes no caminho da transformação maligna.

A ausência de alterações morfológicas nos casos metilados pode 
ser justifi cada pelo fato de o acúmulo de alterações genéticas e epi-
genéticas ocorrer, paulatinamente, durante anos antes da transfor-
mação maligna ou pré-maligna morfológica. 

O próprio LE leva, segundo a literatura,2,9 em torno de 10 anos 
para a transformação maligna, que ocorre em torno de 4 a 6% dos 
casos, e neste período muitas alterações moleculares vão-se so-
mando até sua transformação morfológica. Com isso, a metilação 
da região promotora dos genes supressores de tumor pode-se tornar 
um marcador molecular tumoral para o diagnóstico precoce ainda 
nas células não malignas morfologicamente47. 

O câncer vulvar tem como uma das principais vias a transforma-
ção maligna para NIV a partir do LE vulvar; entretanto o risco de 
câncer difere entre as portadoras de LE, o que provavelmente refl e-
te diversidade da doença, suscetibilidade da hospedeira ou fatores 
ambientais. O desenvolvimento de marcadores preditivos para dis-
tinguir qual dos casos de LE tem particular risco de câncer vulvar 
poderá reduzir a mortalidade. A análise da metilação do DNA é 
uma técnica candidata para a identifi cação precoce das pacientes 
com alto risco para desenvolver câncer, tanto na via relacionada com 
a infecção pelo HPV quanto na via do LE. 

Estudos moleculares futuros sobre a via da carcinogênese vul-
var poderão elucidar melhor o efeito da metilação gênica no prog-
nóstico e na evolução da doença.
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