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Revisao e atualizacao sobre
carcinogénese quimica cutinea

Maria Angélica Guzman-Silva'

Resumo

A pele de camundongo tem uma longa histéria como modelo experimental vantajoso
no estudo da carcinogénese. As informagées adquiridas através da indugéo quimica
de tumores cutaneos indicam que o desenvolvimento neoplasico consiste de
multiplas etapas. As pesquisas mais recentes tém elucidado alguns dos eventos
moleculares e celulares essenciais nas etapas de iniciagao, promogao e progressao.
Este artigo descreve os conceitos atuais sobre carcinogénese quimica cutanea
multifasica e os mecanismos bioldgicos relacionados & iniciagao tumoral.

Unitermos: Carcinogénese; iniciagéo; promogao; pele.

Histérico da indugdo quimica de neoplasias

A primeira observagao relacionando uma subs-
tancia quimica como agente etiolégico de neoplasia
foi realizada em 1775, quando Percival Pott asso-
ciou a elevada incidéncia de tumores cutdneos em
limpadores de chaminé com o fato desses indivi-
duos estarem continuamente expostos a fuligem.
Sé 140 anos depois, em 1915, Yamagiwa e Ichi-
kawa comprovaram a existéncia de um agente
quimico cancerigeno, ao induzir experimentalmente
tumores cutaneos em coelhos, através do pince-
lamento repetido das orelhas com alcatrao de hu-
lha(3),

Na década de 1930, o trabalho realizado por
Cook e colaboradores possibilitou a extracao do
cancerigeno benzopireno (BP) do alcatrao da hulha.
Na mesma época, outros pesquisadores efetuaram
a sintese de diversos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP) cancerigenos, tais como diben-
zantraceno (DBA), dimetilbenzantraceno (DMBA)
e metilcolantreno (MC)@4. O tratamento repetido
da pele com qualquer uma das referidas substan-
cias induz a formacado de tumores e constitui o
chamado modelo cumulativo de carcinogénese cu-
tanea.

Desde a década de 1920, os estudos feitos por
Deelman indicavam a natureza bifasica da carci-
nogénese. Esse autor observou que, tratando a
pele de camundongo com alcatrdao até surgir o
primeiro tumor, as feridas feitas nessa pele, pre-
viamente tratada, provocavam o crescimento de
multiplos tumores(). Mas foi sé na década de 1940
que Rous e sua equipe, ao estudar a relagéo exis-

tente entre cancerigenos, agentes irritantes hiper-
plasicos e produgao de tumores na pele de coelhos,
indicaram a existéncia de duas fases distintas na
carcinogénese, sendo definidas como iniciacéo e
promogao®®. Uma das experiéncias consistiu no
pincelamento das orelhas de coelhos com cance-
rigeno, por um determinado nimero de vezes; de-
pois, as orelhas ainda aparentemente normais eram
perfuradas, ocorrendo entéo a formacéo répida de
tumores no local das feridas.

Na mesma época, Berenblum® determinou o
efeito co-cancerigeno do éleo de créton (OC) e da
sua resina, ao aplica-los na pele de camundongo
juntamente com o cancerigeno. O OC é uma mis-
tura complexa de substancias lipidicas — ésteres
de forbol — extraida das sementes da planta Croton
tigium L, que tem efeitos altamente flogisticos e
hiperplasicos na pele®19),

Entende-se por co-carcinogénese o fendémeno
de aumento na producdo de tumores, devido a
interferéncia de um outro fator cancerigeno ou nao,
ao atuar simultaneamente com o cancerigeno ori-
ginal ou de forma sucessiva a ele. So co-cance-
rigenos agentes tais como radiacées, virus, irri-
tantes inespecfficos e traumas. A carcinogénese
com agentes iniciadores e promotores ¢ considerada
um modelo especial de co-carcinogénese(’:11-13),

Ainda na década de 1940, Mottram simplificou
os procedimentos experimentais, ao comprovar que
uma Unica aplicagao de cancerigeno, seguida de
aplicagbes repetidas de OC, induz a formagéo de
tumores("). Estudos posteriores, aplicando-se a téc-
nica de Mottram, confirmaram os conceitos de ini-
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ciacao e promogao, descritos inicialmente por Rous
e colaboradores(419).

Ficou assim estabelecido o modelo bifésico de
carcinogénese cutanea, e do ponto de vista opera-
cional foram entdo definidos os seguintes aspectos:

a) A iniciacdo e a promogéo sao fases distintas
mas interdependentes nessa sequéncia para que
a acdo seja eficaz, isto é, iniciagdo seguida de
promogao. Esse fenébmeno foi comprovado pela
experiéncia inversa, sendo empregado o promotor
de forma prévia ao iniciador sem obter-se a for-
magao de tumores('®. Ainiciagao, sem o tratamento
subseqiiente de promogao, nao induz a formagao
de tumores durante toda a vida do animal. Nesta
etapa ocorre a transformagéo de algumas células
normais em células tumorais latentes.

b) Ainiciagdo é um processo rapido e irreversivel.
O carater permanente da iniciagao foi demonstrado
pela experiéncia do retardo da promogao por um
ano, sendo comprovado que o intervalo de tempo
entre a iniciagdo e a promogao nao alterava o
periodo de laténcia e s6 havia uma leve diminuigao
na incidéncia tumoral('. Para efetivar a iniciagao
¢ necessaria apenas uma Unica aplicacao de can-
cerigeno incompleto ou de uma pequena quanti-
dade — dose subcancerigena — de cancerigeno
completo. Entende-se por cancerigeno completo —
DMBA, MC e outros HAP — aquele que induz a
formagao de tumores, seja com uma unica dose
macica ou quando aplicado em pequenas doses
de forma repetida, tendo entéo efeito cumulativo;
portanto, possui atividade iniciadora e promotora.
Ja o cancerigeno incompleto s6 possui atividade
iniciadora, como é o caso do uretano quando apli-
cado na pele('819).

c) A promogao é um processo lento e gradual,
que consiste na progressao de efeitos, os quais
isoladamente sao reversiveis, requerendo-se assim
a exposicao continua da pele iniciada a agentes
que provocam o crescimento de papilomas e de
carcinomas em periodos mais prolongados de tra-
tamento. Boutwell(" demonstrou que o efeito pro-
motor do OC sé é efetivo quando este € aplicado
numa quantidade suficiente de cada vez e com
um intervalo de tempo nao muito longo entre as
aplicagoes.

Embora Berenblum®, ao utilizar a resina de
OC, ja tivesse observado um efeito co-cancerigeno
mais acentuado do que o registrado com o OC
bruto, a purificacéo, a identificagao e a sintese dos
ésteres de forbol, bem como do agente promotor
mais potente na pele de camundongo, o 12-O-te-
tradecanoilforbol-13-acetato (TPA), devem-se, po-
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rém, aos trabalhos realizados na década de 1960
pelas equipes de Hecker® e de Van Duuren®.

O conceito de carcinogénese bifasica foi pos-
teriormente comprovado em diversos 6rgaos e te-
cidos, aplicando-se, em cada caso, modelos ex-
perimentais especfficos, com iniciadores e promo-
tores adequados(!1121-23),

Ainda na década de 1960, Boutwell", mediante
diversos estudos experimentais, demonstrou que
o processo de promogao consiste em duas etapas,
por ele definidas como conversao e propagagao.
Na conversao, pelo tratamento com algumas doses
de OC, as células anteriormente iniciadas passam
a ser células tumorais “adormecidas”. Na propa-
gacao, as células tumorais “adormecidas”, pelo esti-
mulo subseqliente com agentes irritantes, como
terebintina, proliferam constituindo tumores visiveis.
Portanto, pode-se considerar o OC, e por conse-
guinte o TPA, como promotores completos, dessa
forma convertendo e propagando as células inicia-
das, enquanto que a terebentina, outros irritantes
e as feridas s6 tém atividade propagadora e sao
promotores incompletos.

No inicio da década de 1980, os estudos de
Slaga e sua equipe®*29 e de Furstenberger e co-
laboradores(827, utilizando respectivamente meze-
reina e 12-O-retinoilforbol-13-acetato (RPA), ambos
diterpenos semelhantes ao TPA tanto na sua es-
trutura quanto nos seus efeitos biologicos, mas
que sao promotores incompletos dentro do modelo
de carcinogénese trifasica — iniciagao/conver-
sao/propagagdo —, confirmaram e ampliaram 0
conceito de Boutwell, ao concluir que a promogao,
e portanto a carcinogénese quimica, € um processo
que consiste de mdltiplas etapas, sendo individua-
lizada ainda a progressdo de papilomas e carci-
nomas®@29 (Figura 1).

Cada uma das diversas etapas envolve meca-
nismos especfficos e, ainda, agentes inibidores e/ou
modificadores afetam distintamente iniciacao,
conversao e propagagao(@830-34),

A partir do reconhecimento de varias etapas no
processo de carcinogénese, e considerando-se 0
efeito irritativo de diversas substancias quimicas,
foi pesquisado o potencial cancerigeno destas e
sua possivel participagdo em etapas especfficas
do processo.

Substancias oxidantes, como os peroxidos, de-
monstraram ser promotores tumorais em pele de
camundongo previamente iniciada com HAP —
DMBA, BP — ou com agentes alquilantes como
metilnitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)©549. Parti-
cularmente, o peréxido de benzoila (PB) também
age na progressao tumoral, ou seja, no modelo
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Figura 1 — Diagrama dos varios estagios da carcinogénese

iniciacao — HAP/promocgao — TPA/progressao — PB;
o tratamento repetido de papilomas com PB au-
menta significativamente o nimero de carcinomas
e queratoacantomas“’.

Estas observagbes experimentais geraram, na
década de 1980, grande controvérsia quanto ao
potencial cancerigeno do PB e ao risco existente
para seres humanos expostos na vida didria a esta
substancia (4249,

O PB é um composto gerador de radicais livres,
derivado de subprodutos do alcatrdo de hulha e
utilizado pelo homem, desde o inicio do século,
por suas propriedades anti-sépticas, favorecendo
a cura de feridas. Atualmente, o PB é largamente
utilizado na industria de plasticos e resinas como
agente inicial da polimerizagdo, na industria ali-
menticia como agente de branqueamento de varios
produtos — farinha, leite, queijo — e na industria
farmacéutica como agente terapéutico do acné vul-
garis®249_0 conteldo de PB nas diversas férmulas

quimica cutanea, segundo Slaga e Butler®,

farmacoldgicas para tratamento tdpico do acné,
varia entre 5% e 10%@839.424348) sendo esta utili-
zacao a fonte potencial de risco carcinogénico mais
discutida®3-4%),

Estudos preliminares sobre o efeito biolégico do
PB administrado por diversas vias — oral, subcu-
tanea, tdpica — em ratos e camundongos néao de-
monstraram qualquer efeito carcinogénico desta
substancia®’). Entretanto, apds andlise da literatura
existente até 1985, os pesquisadores da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
concluiram que as evidéncias sobre a carcinoge-
nicidade em animais e humanos eram inadequa-
das, por haver falhas metodolégicas nos delinea-
mentos experimentais e/ou na apresentacdo dos
resultados®?.

As evidéncias experimentais indicam que o PB
exerce, sim, efeito promotor tumoral em pele de
camundongo apenas quando da iniciagdo com HAP
ou agente alquilante®>37.49 e niao chega a influen-
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Figura 2 — Diagrama da iniciagdo, segundo Slaga e colaboradores®.

ciar a carcinogénese cutanea iniciada por radiacao
UVv©839) Estas observagoes sobre a especificidade
— espécie animal, iniciagdo quimica — do efeito
promotor do PB tém sustentado a continuidade no
uso desta substancia como agente terapéutico do
acné, uma vez que a carcinogénese cutanea hu-
mana é relacionada principalmente a exposi¢cao e
radiagao UV®9),

Mecanismos de agao
Iniciacao

Hennings e Boutwell“® afirmaram que nas cé-
lulas iniciadas a alteragado critica ocorre no DNA
que normalmente nao é transcrito em qualquer
etapa do ciclo celular.

Yuspa e colaboradores®, ao referir-se a natu-
reza irreversivel da iniciagao, sugeriram que a trans-
formagao de células normais em células tumorais
latentes deveria envolver alteragoes na informagao
genética que controla o crescimento e a diferen-
ciagao celular. O fendtipo tumoral poderia resultar
de modificagdes no material genético — DNA — ou
poderia refletir efeitos epigenéticos, através de mo-
léculas protéicas e RNA alterados. Em qualquer
um desses eventos, a ligagao covalente do can-
cerigeno quimico a moléculas criticas na célula
parece estar relacionada ao mecanismo de trans-
formacao neoplasica.

O estudo da interagdo dos HAP cancerigenos
com as macromoléculas teciduais foi iniciado na
década de 1950 por Miller®, que confirmou a
ligagao do cancerigeno BP com proteinas da pele
de camundongo. Posteriormente, Brookes & Law-
ley®? demonstraram a ligagao de véarios HAP can-
cerigenos com DNA, RNA e proteinas isolados de
pele de camundongo, e acharam que ha uma boa
correlacdo entre a quantidade de HAP ligada ao
DNA e a poténcia cancerigena deles, correlacao
essa que nao existe na ligacdo com RNA ou pro-
teinas. Os autores, empregando métodos de ex-
tracdo do HAP ligado ao DNA, indicaram a ocor-
réncia de ligagao covalente entre essas moléculas,
baseados na resisténcia da extragao do HAP. A
relacdo da ligagao dos HAP ao DNA de origem
epidérmico com a carcinogenicidade deles foi
confirmada por Goshman & Heidelberger®" e, mais
tarde, por Slaga e sua equipe®39,

Sabe-se, atualmente, que os HAP requerem ati-
vagao metabolica para interagir com as macromo-
léculas teciduais. Existe na pele e em outros 6r-
gaos-alvo, um sistema enzimatico microssomal que
consiste de um grupo de oxidases de funcao as-
sociada, denominado arilhidrocarbonetohidroxilase
(AHH) e relacionado ao sistema citocromo P-450.
Esse sistema enzimatico metaboliza os HAP em
epoxidos que, seguindo diversas vias, resultam na
detoxificacdo ou na ativagao da forma original —
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Figura 3 — Estrutura de 9,10-diolepdxido de
3-metilcolantreno, mostrando a “regido baia”.

pré-cancerigeno — para formas reativas eletrofilicas

que agem como cancerigeno terminal(@#13.2552),

De acordo com Van Lancker®, o epdxido, pro-
duto da oxidacao do HAP, mediada pela enzima
AHH, pode:

— reagir espontaneamente com grupos nucleofilicos
de proteinas, RNA e DNA;

— ser conjugado com glutation, através da enzima
glutation-S-epoxidotransferase (GST);

— isomerizar-se espontaneamente, formando fenol,
que por sua vez se conjuga ao acido glucurénico
ou a radicais sulfato;

— ser hidratado pela agao da enzima epoxidohi-
drase (EH), originando dihidrodiol.

O produto dihidrodiol pode entrar num outro
ciclo de ativagao metabdlica, mediada também por
oxidases microssémicas, dando origem a diole-
poxidos, que tém uma poténcia cancerigena muito
maior que o epoxido de origem® (Figura 2).

Eastman e Bresnick®® estudaram o metabo-
lismo do MC e a ligagao dos produtos metabdlicos
ao DNA. A cromatografia do produto da incubagao
de MC com microssomas isolados de figado de
rato, revelou 17 metabdlitos que, submetidos a
metabolismo adicional, ligavam-se ao DNA com
uma eficiéncia variavel, sendo que sete metabdlitos
eram mais efetivos que o HAP de origem. O maior
percentual de ligagcado ao DNA foi obtido com o
metabdlito identificado como trans-9,10-dihidrodiol,
isso devido provavelmente ao metabolismo subse-
guente, que originaria o diolepdxido correspondente
na “regiao baia” do HAP.

Ao ser estudada a atividade tumorigénica de
diversos metabdlitos do MC na pele de camun-
dongos CD-1, observou-se uma maior atividade
com o hidroxi-9,10-dihidrodiol, apesar de que outros
metabdlitos também mostraram atividade superior
ao MC®4, Ja outros autores, ao utilizar diversos
dihidrodiois derivados de MC, em camundongos

da mesma linhagem referida acima, acharam que
o 9,10-dihidrodiol, embora tendo atividade inicia-
dora, ndo era, todavia, superior a obtida com o
HAP de origem®).

Muito embora exista alguma discrepancia quan-
to ao metabdlito mais efetivo, ambos trabalhos
reforcam a teoria da “regido baia”, que se refere
a ativacdo dos HAP. De acordo com essa teoria,
o cancerigeno terminal de um HAP é o diolepdxido,
formado em carbonos vizinhos, relacionados a “re-
giao baia”®®, a qual ocorre no HAP pela fusao
angular de anéis benzénicos (Figura 3). A poténcia
cancerigena desse diolepdxido pode, inclusive, ser
incrementada pela presenca de grupo metilo na
“regido baia”7:8),

Ha referéncias na literatura, indicando que o
cancerigeno se liga de forma preferencial as bases
purinicas, e que essa ligagdo ao DNA nao requer
divisao celular e ocorre predominantemente na fase
de sintese®. Além disso, existe um outro fator
que interfere no processo de iniciagao: € o meca-
nismo de reparo do DNA(?215260),

Na década de 1980, com o surgimento da teoria
dos oncogenes a partir dos estudos com retrovirus,
e a constatagao do elo entre oncogenes e com-
ponentes protéicos das vias de comunicagao in-
tracelular, pode-se entender que qualquer aberra-
cao no funcionamento desses genes poderia levar
a disturbios do crescimento celular tipicos de neo-
plasia(52,61,62).

Dentre os diversos oncogenes identificados, al-
guns sao relacionados ao ciclo celular proliferativo,
outros a fatores de crescimento — PDGF — ou a
receptores — tirosina quinase — para fatores de
crescimento, e ainda, outros sao relacionados aos
sistemas que participam da transducao de sinais
a partir da membrana celular, como proteina G e
via do inositol®28" (Figura 4).

Os oncogenes podem ser ativados por diversos
mecanismos, tais como mutagao pontual, amplifi-
cagao génica ou translocagdo, sendo que todas
essas mutagoes sao efetivamente induzidas por
varios agentes quimicos, sejam HAP — DMBA —
ou carcindgenos alquilantes como MNNG®3.

Dentre os diversos oncogenes atualmente re-
conhecidos, a indugao de mutagdes especificas no
gene Ha-ras tem-se verificado mais constante-
mente em tumores cutaneos induzidos quimica-
mente. Essas mutacdes explicam-se pela interagao
do carcindégeno terminal com o gene alvo durante
a etapa de iniciagao(©+¢8),

Balmain e sua equipe tem demonstrado que
uma alta percentagem, > 90%, dos tumores cuta-
neos, papilomas e carcinomas, iniciados com
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Berridge®".

DMBA, exibem uma unica mutacédo pontual no co-
don 61 do gene Ha-ras; ja tumores iniciados com
MNNG nao apresentam esta mesma mutagao®363),

Outras evidéncias da relagdo entre iniciagao e
ativacdo de oncogenes especificos correspondem
aos resultados da transfecgao do oncogene Ha-ras
em células epidérmicas murinas, a qual determina
alteragbes no programa de diferenciacdo epidér-
mica, similares as exibidas por células tumorais©®,
bem como crescimento tumoral quando as células
trasfectadas sdo inoculadas em camundongo ati-
mico(79),

Ainda na decada de 1980, diversas experiéncias
in vitro, realizadas por Yuspa e colaboradores, es-
clareceram a possivel alteracao bioldgica das cé-
lulas iniciadas, que expressam uma capacidade
de proliferar em condicoes nas quais as células
normais nao proliferam e sao determinadas a se
diferenciar. Esta alteragdo parece ser um evento
precoce no processo de transformagao, correspon-
dendo tal vez a esséncia da iniciagao'73),

Se as células basais, mantidas em cultura, res-
pondem ao aumento do calcio extracelular de forma
semelhante aos eventos associados ao recruta-
mento para a diferenciacdo epidérmica e afasta-
mento da membrana basal in vivo17) as células
epidérmicas murinas tratadas com DMBA ou outro
iniciador, ap6s a elevagao da [Ca?*] no meio, res-

pondem formando coldnias celulares resistentes a
diferenciagao induzida pelo calcio(™279),

Outros estudos confirmam que esta alteracéo
na proliferacao/diferenciagcado esta relacionada a
etapa de iniciagao na carcinogénese cutanea!7s
7). Quando camundongos adultos so tratados to-
picamente com dose iniciadora de carcindgeno e,
posteriormente, as células epidérmicas sao culti-
vadas in vitro, também surgem coldnias celulares
resistentes a diferenciacéo terminal induzida pelo
célcio, apo6s a elevagdo da [Ca2*] no meio; isto
ndo acontece em culturas de células epidérmicas
provenientes de pele tratada apenas com o sol-
vente.

A indugdo de col6nias resistentes a diferencia-
cao terminal induzida pelo célcio também ocorre
em culturas de células epidérmicas obtidas de ca-
mundongos neonatos, submetidos a iniciagao por
via transplacentaria.

As células assim selecionadas diferem das cé-
lulas normais por nao experimentar o bloqueio da
proliferagdo que acompanha a diferenciacao ter-
minal induzida pelo célcio, e por continuar a pro-
liferar em condigdes nas quais as células normais
sao obrigadas a seguir a diferenciacao terminal.
Esta alteracao é similar aquela descrita para as
células basais em papilomas de camundongo, e
pode ser fundamental ao desenvolvimento de neo-
plasia em tecidos labeis, cujas células experimen-
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Figura 5 — Diagrama da via do inositol, segundo Berridge®".

tam renovagao constante atraves da diferenciagao
terminal(71-73.80),

Conforme o conhecimento atual, a iniciagao €
um fenémeno genético, cujo carater irreversivel se
deveria a atividade mutagénica do cancerigeno ter-
minal, gerado por ativagdo metabdlica. Este teria
efeito mutagénico ao ligar-se de forma covalente
ao DNA, mais especificamente ao grupo amino
exociclico da adenina ou da guanina, em genes
que participam do controle do crescimento e da
diferenciagao celular —oncogenes — modificando-se
assim o comportamento biolégico das células afe-
tadas. A eficacia da iniciacao parece depender da
relacdo existente entre a ativagao e a detoxificacéo
do HAP e, ainda, do reparo da ligagao do diole-
poéxido ao DNA; ao estar inibido o reparo por es-
cisdo ou aumentado O reparo propenso a erro,
prevaleceria a interagao critica entre o cancerigeno
terminal e o DNA. Entretanto, duas ou trés divisoes
celulares seriam necessarias para fixar o evento
ao genomals52),

Promocao

Ap0ds terem sido isolados os agentes promotores
do OC, foi estudado o papel desses agentes na
carcinogénese quimica, particularmente seu efeito
sobre as membranas bioldgicas. Considerando que
a membrana plasmatica, através da permeabilidade
seletiva de diversas substancias, desempenha um

papel importante no controle da divisdo celular, a
interacdo dos ésteres de forbol com a membrana
plasmatica pode resultar em alteragdo dos meca-
nismos de controle do ciclo celular. Mediante ex-
periéncias in vitro, verificou-se que as membranas
celulares expostas a ésteres de forbol tém perda
da permeabilidade especifica®. Van Duuren® re-
latou também a perda da inibicao por contato em
células cultivadas in vitro, devida a agao do agente
promotor sobre a membrana plasmatica, e sugeriu
efeito similar in vivo. Portanto, o papel primario do
promotor tumoral seria a alteracao das proprie-
dades das membranas celulares.

Ja Hennings e Boutwell“® verificaram que apds
uma Unica aplicagao de OC na pele de camundongo
STS — “Skin Tumor Susceptible” — ocorre um esti-
mulo inicial, duplicando e até triplicando a sintese
de RNA em 6 horas, e a de proteinas, em 12
horas. Além disso, ha uma inibigao inicial da sintese
de DNA, seguida de um estimulo, triplicando-a 18
horas depois da aplicagdo; sete dias depois, o0s
niveis de sintese macromolecular retornam aos va-
lores normais. Os autores postularam a participa-
cao do estimulo de sintese de RNA especifico na
promogao tumoral, mais especificamente na etapa
de conversao, ao interferir na expressao genética,
permitindo a transcricdo do DNA alterado das cé-
lulas iniciadas. Raick e Ritchie®" descreveram re-
sultados similares referentes a sintese de DNA e
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Figura 6 — Diagrama da resposta heterogénea das células epidérmicas basais expostas a TPA in vitro, segundo

Yuspa®2,

RNA, obtidos com a fragao A; de OC na pele de
camundongo.

Os resultados de diversas pesquisas, realizadas
no inicio da década de 1980, sobre a interacédo de
ésteres de forbol com receptores de membrana,
indicaram, inicialmente, que os promotores atua-
riam ligando-se a receptores®2 de forma espe-
cffica, saturavel e reversivel®®,

Estudos posteriores permitiram a purificagao de
um receptor da fragao protéica de cérebro de ca-
mundongo, que requer calcio divalente e fosfatidil-
serina como cofatores para manter a ligagao ao
TPA, verificando-se, mais tarde, que o receptor do
TPA € uma proteina de membrana — proteina C
quinase — através da qual o TPA ativa a fosforilacéo
de proteinas intracelulares®7-99,

Diversos laboratérios ja isolaram a seqiiéncia
de DNA que codifica a proteina C quinase; trata-se
de uma familia multigenes com expressao diferen-
cial de genes individuais em tecidos especificos,
0 que explica serem também tecido-especificos os
efeitos dos ésteres de forbol®@3),

Esse receptor com atividade proteina quinase
é ativado por fosfolipideos e célcio, bem como por
TPA e outros ésteres de forbol, por diacilglicerideos
insaturados e por protedlise, sendo o mesmo re-

ceptor envolvido na cascata de eventos — via do
inositol — que ocorrem em resposta a muitos esti-
mulos celulares®".

Na chamada via do inositol, o sinal externo
liga-se ao receptor (R) de membrana, o qual trans-
mite a informagao através da proteina G (G) ati-
vando a fosfodiesterase (PDE), que por sua vez
cliva o inositoldifosfato (PIP,) em duas moléculas
que agem como “segundo mensageiro”, o inositol-
trifosfato (IPs) e o diacilglicerol (DG). O IP3 é hi-
drossoluvel, difunde-se no citoplasma e libera calcio
a partir do reticulo endoplasmatico, o qual, por sua
vez, estimula uma proteina quinase — calmodulina
— citoplasmatica. O DG permanece na membrana,
onde ativa a proteina C quinase; o fosfolipideo de
membrana fosfatidilserina (PS) € um cofator para
essa ativagdo. Os dois bragos desta via levam a
fosforilacao de proteinas distintas, e podem ser
ativados independentemente, como é o caso do
TPA interagindo diretamente com a proteina C qui-
nase e desencadeando uma série de efeitos bio-
l6gicos®" (Figura 5).

Tanto o TPA aplicado uma ou repetidas vezes,
como um DG sintético — s,n-1,2-didecanoilglicerol
— apenas quando aplicado em alta freqiiéncia com
efeito promotor completo, diminuem a atividade
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total da proteina C quinase pelo fendmeno de “down
regulation”®. Apés a ligagao, a perda aparente do
nimero de receptores para ésteres de forbol —
“down modulation” — parece ser o resultado de
alteragbes na configuragdo dos receptores®, cujo
significado biolégico pode ser a permissividade pa-
ra os processos de hiperplasia e promogao tumo-
ral®2),

Junto com a ativagéo da proteina C quinase,
logo apds o tratamento da pele com TPA, ocorre
uma série de respostas morfoldgicas e bioquimicas,
sumarizadas por Slaga e Klein-Szanto®? e listadas
a seguir;

— indugéo de inflamagéo e hiperplasia

— aumento na sintese de DNA, RNA e proteina

— aumento inicial na queratinizagao seguido de di-
minuicao

— aumento na sintese de fosfolipideos

— aumento na sintese de prostaglandinas

— aumento na sintese e fosforilagdo de histonas

progénie, segundo Parkinson('*%,

— aumento na atividade ornitina descarboxilase
(ODC) seguido de aumento de poliaminas
— aumento na atividade histidina e DOPA descar-
boxilase
— diminuig&o na estimulagdo do AMP. pelo isopro-
terenol

— diminuigdo no nimero de receptores para dexa-
metasona

— diminuig&o de superoéxido dismutase (SOD) e ca-
talase

— inducdo de estado embriondrio na pele de ca-
mundongos adultos.

Portanto, os promotores — ésteres de forbol —
interagem com membranas, estimulam e alteram
a expressao geneética e, eventualmente, aumentam
ataxa de proliferagao celular; uma ou vérias dessas
interacbes seriam responsaveis pelo mecanismo
de ac&o®. Entretanto, devido & ampla gama de
efeitos determinados pelos ésteres de forbol, tem
sido dificil estabelecer quais das respostas sao
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componentes essenciais ao processo de promogao
tumoral. Outros autores referem a producéo de
“células escuras”, a inibicdo da maturagéo e a
eliminagdo da cooperagao metabdlica como es-
senciais & promocao('?. Ja Slaga e Butler®® consi-
deram a inducgao de proliferagao epidérmica, ODC,
poliaminas, prostaglandinas e “células escuras” co-
mo os efeitos que melhor se correlacionam com
a atividade promotora.

A producdo de prostaglandinas, apés o trata-
mento da pele com TPA, inicia-se pela ativagao
Ca-dependente da fosfolipase A, e talvez da fos-
folipase C, ocorrendo acumulo imediato de pros-
taglandina E e acimulo retardado de Fa, ©4%). As
prostaglandinas parecem ter papel importante na
promogao, uma vez que as prostaglandinas Fz, €
E. comprovadamente aumentam a promogao tu-
moral por TPA®? e revertem a inibicao da atividade
ODC pela indometacina®%), Mais ainda, a inibi¢ao
da promocao tumoral pela indometacina é revertida
seletivamente mediante a prostaglandina Fa, 4.

Ha uma série de evidéncias experimentais sobre
o efeito do TPA e de outras substancias promotoras
— mezereina, PB, quinonas — estimulando a ativi-
dade epidérmica da enzima ODC®-'%), Ainda, o
tratamento repetido com TPA(%?) ou com PB(%),
em intervalos de mais de 48 horas, induz ao au-
mento da atividade ODC bem mais acentuado do
que uma unica aplicagdo, porém, o tratamento re-
petido com mezereina — propagador — e etilfenil-
propiolato (EPP) — hiperplasico ndo promotor —
nao chega a induzir atividade ODC proporcional
ao grau de hiperplasia®.

O pico maximo de atividade ODC verifica-se
4,5 a 5 horas apds o tratamento com TPA(9.100.106),
sendo precedido por elevacao dos niveis de GMPc
e AMP, (190 3 inducdo da atividade ODC resulta
de aumento transitério nos niveis de RNAm-ODC
e na taxa de sintese de proteina-ODC(1%), e culmina
com acumulo de poliaminas — putrescina, esper-
midina, espermina — e sintese de DNA(101-102),

A expressao do gene ODC, induzida pelo TPA,
acontece através da ativagao da proteina C qui-
nase(%4, uma vez que:

— o TPA nao induz atividade ODC em células
epidérmicas cultivadas na auséncia de célcio;

— a adigao de calcio ao meio de cultura reverte
essa situacao;

— o0 DG 1-oleil-2-acetilglicerol, similar ao ativador
biolégico da proteina C quinase, induz a atividade
ODC e eleva os niveis de RNAmM-ODC;

— a fosfolipase C, que libera diacilglicerol dos
fosfolipideos de membrana, induz a atividade ODC;
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— a atividade ODC induzida pela fosfolipase C
se correlaciona com niveis elevados de RNAm-
ODC;

— um inibidor especifico da proteina C quinase
inibe o efeito do TPA sobre a atividade ODC e a
elevagdo dos niveis de RNAm-ODC, bem como
inibe a promogao tumoral pelo TPA.

Os resultados da utilizagdo experimental de di-
versos modificadores da promogao tumoral indica-
ram que o estimulo da atividade ODC e a elevagao
conseqUiente de poliaminas sao importantes no pro-
cesso de promogao, visto que a inibicdo dessa
atividade pelo &cido retindico reduz a indugao de
tumores(®5110.111) e ainda, a inibicdo da atividade
ODC mediante inibidor especifico — difluorometi-
lornitina — inibe a promog&o tumoral pelo TPA®Y.

Boutwell e colaboradores relataram que a maio-
ria dos tumores espontaneos, assim como os de
origem viral, os resultantes de radiagoes e os qui-
micamente induzidos mostram atividade ODC ele-
vada e, ainda, que todos os promotores tumorais
induzem atividade ODC em tecido normal(®.
Conforme esses autores, as poliaminas, cuja sin-
tese é determinada pela enzima ODC, participam
no controle da sintese de DNA, RNA e proteinas,
e parecem desempenhar um papel decisivo na
divisdo celular e provavelmente na maturagao ce-
lular. Paulsen e Astrup('®? consideram a indugao
de atividade ODC e poliaminas como sendo um
evento associado a cinética do ciclo celular durante
o estimulo da proliferagao celular, sem ser espe-
cifico da promogao.

Outrossim, os efeitos hiperplasico e promotor
dos ésteres do forbol tém sido associados a redu-
¢ao induzida nos niveis de receptor para glucocor-
ticdides no citosol das células epidérmicas('23).,
Uma vez que os glucocorticoides sao potentes
inibidores, na pele de camundongo, da sintese de
DNA e da divisao celular('%118) e que o nivel de
receptor para glucocorticéides em papilomas € mui-
to baixo('¥, pode-se considerar que o0 numero
destes receptores desempenha um papel impor-
tante no controle da proliferacao celular epidérmi-
Ca(112).

Varios pesquisadores, ainda na década de 1980,
determinaram que o TPA altera os perfis de pro-
teinas epidérmicas, especialmente o das querati-
nas, que sao o principal produto da diferenciagcao
epidérmica. As modificagoes na epiderme de ca-
mundongos SENCAR - “Sensitive to Carcinoge-
nesis” — apés o tratamento Unico ou repetido com
TPA, resultam em padroes de queratina seme-
Ihantes aos da epiderme de camundongo neonato,
refletindo uma reversao na expressao da sintese
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de queratinas. As células de papilomas e carcino-
mas quimicamente induzidos também apresentam
padrées de queratina alterados, similares aos da
epiderme de neonatos(119-121),

Ha evidéncias também da interferéncia dos és-
teres de forbol com capacidade promotora na ex-
pressao de diversos oncogenes('?? induzindo, par-
ticularmente, de forma transitéria e sequencial, c-
fos, c-myc e o gene ODC, na pele de camundongo
in vivo, via ativacéo de proteina C quinase. Esteres
de forbol apenas mitogénicos, mas nao promotores,
nao aumentam da mesma forma a expressdo
desses genes(123),

Por outro lado, o TPA inibe a comunicagéo in-
tercelular — cooperacao metabdlica — em cultura
primaria de células epidérmicas de camundon-
go29, bem como em co-culturas de células epi-
dérmicas HEL/37 e fibroblastos PG-19 murinos, ao
passo que outros ésteres de forbol sem atividade
promotora nao determinam esse mesmo efeito('25),
Outros promotores, como o PB, administrados em
dose n&o toxica, também inibem a cooperagéo
metabdlica em células epidérmicas humanas cul-
tivadas in vitro(?8). Considerando que a comunica-
cao celular mediada por “gap junctions” participa
do controle da proliferacdo e diferenciagao celu-
lar'?”), poderia ser este o mecanismo bioldgico
pelo qual os promotores interferem na diferenciagao
e favorecem a expansao clonal seletiva das células
previamente iniciadas(28-131),

O conjunto de respostas bioquimicas/bioldgicas
da pele ao TPA pode ser dividido em dois grandes
grupos, relacionados quer seja a proliferagdo ou
a diferenciagao terminal epidérmica. Uma vez que
ambos processos se excluem mutuamente em uma
mesma célula, parece haver grande heterogenei-
dade na populacao epidérmica alvo dos efeitos do
TPA(73.132)_

Diversos estudos in vitro confirmaram que ha
subpopulagdes de celulas basais epidérmicas com
sensibilidade distinta ao TPA7".73132133) ' A exposi-
¢ao ao TPA induz a diferenciacao terminal de uma
subpopulagdo basal, efeito esse que pode ser de-
tectado tanto pelo aumento na atividade transglu-
taminase, enzima epidérmica associada a diferen-
ciacdo, como pela formagao de corneécitos ou
envoltérios cornificados; a outra subpopulagéao é
estimulada a proliferar e torna-se resistente aos
sinais que determinam a diferenciagao, quer seja
elevacado da [Ca?] ou nova exposicao ao
TPA1.132.133) (Figura 6).

Portanto, os ésteres de forbol desencadeiam
nas células epidérmicas basais uma resposta he-
terogénea, porém balanceada e programada, com

relagdo a proliferagdo e diferenciagdo. O efeito
desta resposta é selecionar e expandir a populacéo
proliferativa a cada nova exposicao ao promotor('34),
Uma vez que as células iniciadas séo resistentes
ao sinal biolégico — calcio — que determina a di-
ferenciagdo terminal, espera-se um aumento do
namero destas células durante a redistribuicao na
populagao epidérmica. A expansao clonal seletiva
das células iniciadas resultaria, finalmente, em pa-
piloma®471.73,132,133) (Figura 7).

O promotor tanto pode levar a sele¢éo induzindo
as células iniciadas a crescerem mais rapidamente,
como pode acelerar seletivamente a maturagéo
das células nao iniciadas, aumentando assim de
forma indireta o numero relativo de células inicia-
das. De fato, linhagens de células epidérmicas
iniciadas sao resistentes a diferenciacéo terminal
induzida pelo TPA, entretanto a resposta prolifera-
tiva destas células ao TPA ¢é variavel®,

A atividade promotora dos ésteres de forbol vem
sendo atribuida, em parte, a sua capacidade de
gerar estado pro-oxidante na pele, através do esti-
mulo na produgao celular de lipideos oxidados e
radicais de oxigénio®13) bem como de alteragoes
nas diversas enzimas que participam do metabo-
lismo de formas reativas de oxigénio(136-138),

Em pele de camundongo, comprovadamente, o
TPA reduz os niveis de atividade SOD e catalase,
enzimas detoxificadoras de radicais livres, anion
superoxido e peréxido de hidrogénio, respectiva-
mente('%®), e aumenta a atividade de xantina oxi-
dase (XO), enzima geradora de anion superdxido
e perdxido de hidrogénio(126.137),

Por outro lado, o TPA, como conseqléncia da
ativagdo da proteina C quinase, estimula a fosfo-
lipase A, e talvez a fosfolipase C, resultando em
estimulo do metabolismo do &cido aracddnico e
aumento na formagao de intermediarios do &cido
hidroperoxido aracdénico. Formas reativas de oxi-
génio sao produzidas quando esses produtos in-
termediarios, instaveis, reagem formando os res-
pectivos derivados hidroxila('3),

A promogao tumoral certamente envolve a mo-
dulagdo da expressao de genes relacionados ao
crescimento e a diferenciagao de células iniciadas,
resultando na formacao de tumores pela selecéo
e expansao clonal dessas células. As formas rea-
tivas de oxigénio, tanto os hidroperdxidos lipidicos,
como seus produtos de degradagao, poderiam ser
responséveis por essa modulagdo ao agir como
fatores clastogénicos, ou seja, componentes de
baixo peso molecular que provocam quebras cro-
mossdmicas no proprio tecido e em outros dis-
tantes. As formas reativas de oxigénio podem mo-
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dular a expressdo de genes relacionados a pro-
mogao e progressao tumoral tanto ao induzir alte-
ragOes estruturais — rearranjo de genes — em on-
cogenes previamente mutados pelo iniciador, como
ao participar de mecanismos epigenéticos que re-
sultam em expressao génica alterada, por exemplo,
através da modificagédo de proteinas cromossoémi-
cas pela ADP-ribosilagao('®.

Outras evidéncias que sustentam a hipétese de
participacao de radicais livres na promogao tumoral
consistem na atividade promotora dos peroxidos,
compostos oxidantes geradores de radicais livres®>
40 e na atividade inibitéria da promogéao por parte
de varias substancias antioxidantes(@831.35,94140.141),

Diversos pesquisadores confirmaram a existén-
cia de duas ou mais etapas na fase de promogéo.
Conforme Slaga e sua equipe®, a promogao €
um fenémeno epigenético. Na primeira etapa, isto
¢, na conversao de Boutwell, haveria a desdife-
renciagao a estados embrionarios através de me-
canismos ainda nao esclarecidos, mas que tém
expressao morfoldgica sob a forma de “células
escuras”, descritas inicialmente por Raick e Rit-
chie('%2. A producéo de prostaglandina Fz, também
tem sido vinculada a etapa de conversao, devido
a que promotores incompletos — apenas propaga-
dores —, como RPA, nao determinam esse efeito®.
A sintese de DNA nesta etapa parece ser um evento
essencial, visto que a administracao de hidroxiurea
— inibidor da sintese de DNA — 18 horas apds o
TPA, ou seja, no pico de sintese de DNA, determina
inibicao completa da formagao tumoral mediante
o modelo trifasico’*?. Ainda mais, a inducao de
aberragdes cromossomicas pode ter papel impor-
tante na etapa de conversao, uma vez que, ao ser
utilizado metilmetanossulfonato (MMS), agente al-
quilante e clastogénico que provoca danos cro-
mossOmicos, este demonstrou ser um potente
agente convertogénico no protocolo trifasico44).
Na segunda etapa, que corresponde a propagagao
de Boutwell, seriam criticas e necessarias a ele-
vacao de poliaminas e prostaglandinas®, particu-
larmente E; ©4%), e também a proliferagao celular.
Este dltimo evento poderia constituir, conforme hi-
pétese de Slaga e sua equipe®), uma terceira
etapa na promogao tumoral.

Em suma, pode-se considerar que a promogao
tumoral envolve a indugao de novo fendtipo celular,
bem como a selegéao de subpopulagoes de células
iniciadas®®.

Summary
The results of experimental mouse skin
tumorigenesis studies, first started in the 1940s,
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have led to many significant concepts dealing with
the multistage theory of cancer. Recent years have
witnessed meaningful advances in the under-
standing of molecular and cellular events involved
in the stages of initiation, promotion and progres-
sion. This article describes the multistage skin car-
cinogenesis concepts and the mechanisms related
to tumor initiation and promotion.

Uniterms: carcinogenesis; initiation; promotion; skin.
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