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Revisão e atualização sobre 
carcinogênese química cutânea 
Maria Angélica Guzmán-Silva1  

Resumo 
A pele de camundongo tem uma longa história como modelo experimental vantajoso 
no estudo da carcinogênese. As informações adquiridas através da indução química 
de tumores cutâneos indicam que o desenvolvimento neoplásico consiste de 
múltiplas etapas. As pesquisas mais recentes têm elucidado alguns dos eventos 
moleculares e celulares essenciais nas etapas de iniciação, promoção e progressão. 
Este artigo descreve os conceitos atuais sobre carcinogênese química cutânea 
multifásica e os mecanismos biológicos relacionados à iniciação tumoral. 

Unitermos: Carcinogênese; iniciação; promoção; pele. 

Histórico da indução química de neoplasias 
A primeira observação relacionando uma subs-

tância química como agente etiológico de neoplasia 
foi realizada em 1775, quando Percival Pott asso-
ciou a elevada incidência de tumores cutâneos em 
limpadores de chaminé com o fato desses indiví-
duos estarem continuamente expostos a fuligem. 
Só 140 anos depois, em 1915, Yamagiwa e Ichi-
kawa comprovaram a existência de um agente 
químico cancerígeno, ao induzir experimentalmente 
tumores cutâneos em coelhos, através do pince-
lamento repetido das orelhas com alcatrão de hu-
lha(1'3). 

Na década de 1930, o trabalho realizado por 
Cook e colaboradores possibilitou a extração do 
cancerígeno benzopireno (BP) do alcatrão da hulha. 
Na mesma época, outros pesquisadores efetuaram 
a síntese de diversos hidrocarbonetos aromáticos 
policíclicos (HAP) cancerígenos, tais como diben-
zantraceno (DBA), dimetilbenzantraceno (DM BA) 
e metilcolantreno (MC)(34). O tratamento repetido 
da pele com qualquer uma das referidas substân-
cias induz à formação de tumores e constitui o 
chamado modelo cumulativo de carcinogênese cu-
tânea. 

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

tente entre cancerígenos, agentes irritantes hiper-
plásicos e produção de tumores na pele de coelhos, 
indicaram a existência de duas fases distintas na 
carcinogênese, sendo definidas como iniciação e 
promoção 56). Uma das experiências consistiu no 
pincelamento das orelhas de coelhos com cance-
rígeno, por um determinado número de vezes; de-
pois, as orelhas ainda aparentemente normais eram 
perfuradas, ocorrendo então a formação rápida de 
tumores no local das feridas. 

Na mesma época, Berenblum(7) determinou o 
efeito co-cancerígeno do óleo de cróton (OC) e da 
sua resina, ao aplicá-los na pele de camundongo 
juntamente com o cancerígeno. O 00 é uma mis-
tura complexa de substâncias lipídicas - ésteres 
de forbol - extraída das sementes da planta Croton 
tiglium L, que tem efeitos altamente fiogísticos e 
hiperplásicos na pele 810). 

Entende-se por co-carcinogênese o fenômeno 
de aumento na produção de tumores, devido à 
interferência de um outro fator cancerígeno ou não, 
ao atuar simultaneamente com o cancerígeno ori-
ginal ou de forma sucessiva a ele. São co-cance-
rígenos agentes tais como radiações, vírus, irri-
tantes inespecíficos e traumas. A carcinogênese 
com agentes iniciadores e promotores é considerada 
um modelo especial de co-carcinogênese(111-13 . 

Ainda na década de 1940, Mottram simplificou 
os procedimentos experimentais, ao comprovar que 
uma única aplicação de cancerígeno, seguida de 
aplicações repetidas de DC, induz à formação de 
tumores('). Estudos posteriores, aplicando-se a téc-
nica de Mottram, confirmaram os conceitos de mi- 
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ciação e promoção, descritos inicialmente por Rous 
e colaboradores 1415 . 

Ficou assim estabelecido o modelo bifásico de 
carcinogênese cutânea, e do ponto de vista opera- 
cional foram então definidos os seguintes aspectos: 

A iniciação e a promoção são fases distintas 
mas interdependentes nessa seqüência para que 
a ação seja eficaz, isto é, iniciação seguida de 
promoção. Esse fenômeno foi comprovado pela 
experiência inversa, sendo empregado o promotor 
de forma prévia ao iniciador sem obter-se a for-
mação de tumores 16 . A iniciação, sem o tratamento 
subseqüente de promoção, não induz à formação 
de tumores durante toda a vida do animal. Nesta 
etapa ocorre a transformação de algumas células 
normais em células tumorais latentes. 

Ainiciação é um processo rápido e irreversível. 
O caráter permanente da iniciação foi demonstrado 
pela experiência do retardo da promoção por um 
ano, sendo comprovado que o intervalo de tempo 
entre a iniciação e a promoção não alterava o 
período de latência e só havia uma leve diminuição 
na incidência tumora1117>. Para efetivar a iniciação 
é necessária apenas uma única aplicação de can-
cerígeno incompleto ou de uma pequena quanti-
dade - dose subcancerígena - de cancerígeno 
completo. Entende-se por cancerígeno completo - 
DMBA, MC e outros HAP - aquele que induz à 
formação de tumores, seja com uma única dose 
maciça ou quando aplicado em pequenas doses 
de forma repetida, tendo então efeito cumulativo; 
portanto, possui atividade iniciadora e promotora. 
Já o cancerígeno incompleto só possui atividade 
iniciadora, como é o caso do uretano quando apli-
cado na pele 18'19 . 

A promoção é um processo lento e gradual, 
que consiste na progressão de efeitos, os quais 
isoladamente são reversíveis, requerendo-se assim 
a exposição contínua da pele iniciada a agentes 
que provocam o crescimento de papilomas e de 
carcinomas em períodos mais prolongados de tra-
tamento. Boutwell 1  demonstrou que o efeito pro-
motor do OC só é efetivo quando este é aplicado 
numa quantidade suficiente de cada vez e com 
um intervalo de tempo não muito longo entre as 
aplicações. 

Embora Berenb1um 7 , ao utilizar a resina de 
OC, já tivesse observado um efeito co-cancerígeno 
mais acentuado do que o registrado com o OC 
bruto, a purificação, a identificação e a síntese dos 
ésteres de forbol, bem como do agente promotor 
mais potente na pele de camundongo, o 12-0-te-
tradecanoilforbol-1 3-acetato (TPA), devem-se, p0- 

rém, aos trabalhos realizados na década de 1960 
pelas equipes de Hecker 20  e de Van Duuren 9 . 

O conceito de carcinogênese bifásica foi pos-
teriormente comprovado em diversos órgãos e te-
cidos, aplicando-se, em cada caso, modelos ex-
perimentais específicos, com iniciadores e promo-
tores adequados 1'112123 . 

Ainda na década de 1960, Boutwell 1 , mediante 
diversos estudos experimentais, demonstrou que 
o processo de promoção consiste em duas etapas, 
por ele definidas como conversão e propagação. 
Na conversão, pelo tratamento com algumas doses 
de OC, as células anteriormente iniciadas passam 
a ser células tumorais "adormecidas". Na propa-
gação, as células tumorais "adormecidas", pelo estí-
mulo subseqüente com agentes irritantes, como 
terebintina, proliferam constituindo tumores visíveis. 
Portanto, pode-se considerar o 00, 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 só têm atividade propagadora e são 
promotores incompletos. 

No início da década de 1980, os estudos de 
Slaga e sua equipe 2425  e de Fürstenberger e co-
laboradores126'27 , utilizando respectivamente meze-
reína e 1 2-0-retinoilforbol- 13-acetato (RPA), ambos 
diterpenos semelhantes ao TPA tanto na sua es-
trutura quanto nos seus efeitos biológicos, mas 
que são promotores incompletos dentro do modelo 
de carcinogênese trifásica - iniciação/conver-
são/propagação -, confirmaram e ampliaram o 
conceito de Boutwell, ao concluir que a promoção, 
e portanto a carcinogênese química, é um processo 
que consiste de múltiplas etapas, sendo individua-
lizada ainda a progressão de papilomas e carci-
nomas 28'29  (Figura 1). 

Cada uma das diversas etapas envolve meca-
nismos específicos e, ainda, agentes inibidores e/ou 
modificadores afetam distintamente iniciação, 
conversão e propagação1283034 . 

A partir do reconhecimento de várias etapas no 
processo de carcinogênese, e considerando-se o 
efeito irritativo de diversas substâncias químicas, 
foi pesquisado o potencial cancerígeno destas e 
sua possível participação em etapas específicas 
do processo. 

Substâncias oxidantes, como os peróxidos, de-
monstraram ser promotores tumorais em pele de 
camundongo previamente iniciada com HAP - 

DMBA, BP - ou com agentes alquilantes como 
metilnitro-N-nitrosoguanidifla (MNNG)(3540). Parti-
cularmente, o peróxido de benzoíla (PB) também 
age na progressão tumoral, ou seja, no modelo 
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Figura 1 - Diagrama dos vários estágios da carcinogêriese química cutânea, segundo Slaga e Butler128  

iniciação - HAP/promoção - TPA/progressão - PB; 
o tratamento repetido de papilomas com PB au-
menta significativamente o número de carcinomas 
e queratoacantomas(41). 

Estas observações experimentais geraram, na 
década de 1980, grande controvérsia quanto ao 
potencial cancerígeno do PB e ao risco existente 
para seres humanos expostos na vida diária a esta 
substância142-45  

O PB é um composto gerador de radicais livres, 
derivado de subprodutos do alcatrão de hulha e 
utilizado pelo homem, desde o início do século, 
por suas propriedades anti-sépticas, favorecendo 
a cura de feridas. Atualmente, o PB é largamente 
utilizado na indústria de plásticos e resinas como 
agente inicial da polimerização, na indústria ali-
mentícia como agente de branqueamento de vários 
produtos - farinha, leite, queijo - e na indústria 
farmacêutica como agente terapêutico do acné vul-
garis(42'46). O conteúdo de PB nas diversas fórmulas  

farmacológicas para tratamento tópico do acné, 
varia entre 5% e 10%(383942,43,46),  sendo esta utili-
zação a fonte potencial de risco carcinogênico mais 
d iscutida 43-45 . 

Estudos preliminares sobre o efeito biológico do 
PB administrado por diversas vias - oral, subcu-
tânea, tópica - em ratos e camundongos não de-
monstraram qualquer efeito carcinogênico desta 
substância 47 . Entretanto, após análise da literatura 
existente até 1985, os pesquisadores da Agência 
Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC) 
concluíram que as evidências sobre a carcinoge-
nicidade em animais e humanos eram inadequa-
das, por haver falhas metodológicas nos delinea-
mentos experimentais e/ou na apresentação dos 
resultados(42). 

As evidências experimentais indicam que o PB 
exerce, sim, efeito promotor tumoral em pele de 
camundongo apenas quando da iniciação com HAP 
ou agente alquilante(353740), e não chega a influen- 
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Figura 2 - Diagrama da iniciação, segundo Siaga e coIaboradores25 

ciar a carcinogênese cutânea iniciada por radiação 
UV 3839 . Estas observações sobre a especificidade 
- espécie animal, iniciação química - do efeito 
promotor do PB têm sustentado a continuidade no 
uso desta substância como agente terapêutico do 
acné, uma vez que a carcinogênese cutânea hu-
mana é relacionada principalmente à exposição e 
radiação UV 45 . 

Mecanismos de ação 

Iniciação 

Hennings e Boutwell 48  afirmaram que nas cé-
lulas iniciadas a alteração crítica ocorre no DNA 
que normalmente não é transcrito em qualquer 
etapa do ciclo celular. 

Yuspa e colaboradores 4>, ao referir-se à natu-
reza irreversível da iniciação, sugeriram que a trans-
formação de células normais em células tumorais 
latentes deveria envolver alterações na informação 
genética que controla o crescimento e a diferen-
ciação celular. O fenótipo tumoral poderia resultar 
de modificações no material genético - DNA - ou 
poderia refletir efeitos epigenéticos, através de mo-
léculas protéicas e RNA alterados. Em qualquer 
um desses eventos, a ligação covalente do can-
cerígeno químico a moléculas críticas na célula 
parece estar relacionada ao mecanismo de trans-
formação neoplásica. 

O estudo da interação dos HAP cancerígenos 
com as macromoléculas teciduais foi iniciado na 
década de 1950 por Miller 49 , que confirmou a 
ligação do cancerígeno BP com proteínas da pele 
de camundongo. Posteriormente, Brookes & Law-
ley(50) demonstraram a ligação de vários HAP can-
cerígenos com DNA, RNA e proteínas isolados de 
pele de camundongo, e acharam que há uma boa 
correlação entre a quantidade de HAP ligada ao 
DNA e a potência cancerígena deles, correlação 
essa que não existe na ligação com RNA ou pro-
teínas. Os autores, empregando métodos de ex-
tração do HAP ligado ao DNA, indicaram a ocor-
rência de ligação covalente entre essas moléculas, 
baseados na resistência da extração do HAP. A 
relação da ligação dos HAP ao DNA de origem 
epidérmico com a carcinogenicidade deles foi 
confirmada por Goshman & Heidelberger(51) e, mais 
tarde, por Slaga e sua equipe 2530>. 

Sabe-se, atualmente, que os HAP requerem ati-
vação metabólica para interagir com as macromo-
léculas teciduais. Existe na pele e em outros ór-
gãos-alvo, um sistema enzimático microssomal que 
consiste de um grupo de oxidases de função as-
sociada, denominado arilhidrocarbonetohidroxilase 
(AHH) e relacionado ao sistema citocromo P-450. 
Esse sistema enzimático metaboliza os HAP em 
epóxidos que, seguindo diversas vias, resultam na 
detoxificação ou na ativação da forma original - 
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pró-cancerígeno - para formas reativas eletrofílicas 
que agem como cancerígeno terminal 2413' 25'52 . 

De acordo com Van Lancker12 , o epóxido, pro-
duto da oxidação do HAP, mediada pela enzima 
AHH, pode: 
- reagir espontaneamente com grupos nucleofílicos 

de proteínas, 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 ácido glucurónico 
ou a radicais sulfato; 

- ser hidratado pela ação da enzima epoxidohi-
drase (EH), originando dihidrodiol. 
O produto dihidrodiol pode entrar num outro 

ciclo de ativação metabólica, mediada também por 
oxidases microssômicas, dando origem a diole-
póxidos, que têm uma potência cancerígena muito 
maior que o epóxido de origem(25) (Figura 2). 

Eastman e Bresnick 53  estudaram o metabo-
lismo do MC e a ligação dos produtos metabólicos 
ao DNA. A cromatografia do produto da incubação 
de MC com microssomas isolados de fígado de 
rato, revelou 17 metabólitos que, submetidos a 
metabolismo adicional, ligavam-se ao DNA com 
uma eficiência variável, sendo que sete metabólitos 
eram mais efetivos que o HAP de origem. O maior 
percentual de ligação ao DNA foi obtido com o 
metabólito identificado como trans-9,1 0-dihidrodiol, 
isso devido provavelmente ao metabolismo subse-
qüente, que originaria o diolepóxido correspondente 
na "região baía" do HAP. 

Ao ser estudada a atividade tumorigênica de 
diversos metabólitos do MC na pele de camun-
dongos CD-1, observou-se uma maior atividade 
com o hidroxi-9,10-dihidrodiol, apesar de que outros 
metabólitos também mostraram atividade superior 
ao MC 54 . Já 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, não era, todavia, superior à obtida com o 
HAP de origem(55). 

Muito embora exista alguma discrepância quan-
to ao metabólito mais efetivo, ambos trabalhos 
reforçam a teoria da "região baía", que se refere 
à ativação dos HAP. De acordo com essa teoria, 
o cancerígeno terminal de um HAP é o diolepóxido, 
formado em carbonos vizinhos, relacionados à "re-
gião baía" 56 , a qual ocorre no HAP pela fusão 
angular de anéis benzênicos (Figura 3). A potência 
cancerígena desse diolepóxido pode, inclusive, ser 
incrementada pela presença de grupo metilo na 
"região baía" 5758 . 

Há referências na literatura, indicando que o 
cancerígeno se liga de forma preferencial às bases 
purínicas, e que essa ligação ao DNA não requer 
divisão celular e ocorre predominantemente na fase 
de síntese 59 . Além disso, existe um outro fator 
que interfere no processo de iniciação: é o meca-
nismo de reparo do DNA12215260 . 

Na década de 1980, com o surgimento da teoria 
dos oncogenes a partir dos estudos com retrovírus, 
e a constatação do elo entre oncogenes e com-
ponentes protéicos das vias de comunicação in-
tracelular, pode-se entender que qualquer aberra-
ção no funcionamento desses genes poderia levar 
a distúrbios do crescimento celular típicos de neo-
plasia(52'61'62). 

Dentre os diversos oncogenes identificados, al-
guns são relacionados ao ciclo celular proliferativo, 
outros a fatores de crescimento - PDGF - ou a 
receptores - tirosina quinase - para fatores de 
crescimento, e ainda, outros são relacionados aos 
sistemas que participam da transdução de sinais 
a partir da membrana celular, como proteína G e 
via do inositol152 '61  (Figura 4). 

Os oncogenes podem ser ativados por diversos 
mecanismos, tais como mutação pontual, amplifi-
cação gênica ou translocação, sendo que todas 
essas mutações são efetivamente induzidas por 
vários agentes químicos, sejam HAP - DMBA - 
ou carcinógenos alquilantes como MNNG 631. 

Dentre os diversos oncogenes atualmente re- 
conhecidos, a indução de mutações específicas no 
gene Ha-ras tem-se verificado mais constante- 
mente em tumores cutâneos induzidos quimica-
mente. Essas mutações explicam-se pela interação 
do carcinógeno terminal com o gene alvo durante 
a etapa de iniciação16468 . 

Balmain e sua equipe tem demonstrado que 
uma alta percentagem, > 90%, dos tumores cutâ-
neos, papilomas e carcinomas, iniciados com 
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DMBA, exibem uma única mutação pontual no co-
don 61 do gene Ha-ras; já tumores iniciados com 
MNNG não apresentam esta mesma mutação(23'63). 

Outras evidências da relação entre iniciação e 
ativação de oncogenes especificos correspondem 
aos resultados da transfecção do oncogene Ha-ras 
em células epidérmicas murinas, a qual determina 
alterações no programa de diferenciação epidér-
mica, similares às exibidas por células tumorais169 , 
bem como crescimento tumoral quando as células 
trasfectadas são inoculadas em camundongo atí-
mico(70). 

Ainda na década de 1980, diversas experiências 
in vitro, realizadas por Yuspa e colaboradores, es-
clareceram a possível alteração biológica das cé-
lulas iniciadas, que expressam uma capacidade 
de proliferar em condições nas quais as células 
normais não proliferam e são determinadas a se 
diferenciar. Esta alteração parece ser um evento 
precoce no processo de transformação, correspon-
dendo tal vez à essência da iniciação(7173). 

Se as células basais, mantidas em cultura, res-
pondem ao aumento do cálcio extracelular de forma 
semelhante aos eventos associados ao recruta-
mento para a diferenciação epidérmica e afasta-
mento da membrana basai in vivo(71-73 ), as células 
epidérmicas murinas tratadas com DMBA ou outro 
iniciador, após a elevação da [Ca2 ] no meio, res- 

pondem formando colônias celulares resistentes à 
diferenciação induzida pelo cálcio(72-75). 

Outros estudos confirmam que esta alteração 
na proliferação/diferenciação está relacionada à 
etapa de iniciação na carcinogênese cutânea(7175-
78)• Quando camundongos adultos são tratados to-
picamente com dose iniciadora de carcinógeno e, 
posteriormente, as células epidérmicas são culti-
vadas in vitro, também surgem colônias celulares 
resistentes à diferenciação terminal induzida pelo 
cálcio, após a elevação da [Ca2 ] no meio; isto 
não acontece em cultLlras de células epidérmicas 
provenientes de pele tratada apenas com o sol-
vente. 

A indução de colônias resistentes à diferencia-
ção terminal induzida pelo cálcio também ocorre 
em culturas de células epidérmicas obtidas de ca-
mundongos neonatos, submetidos a iniciação por 
via transplacentária(79). 

As células assim selecionadas diferem das cé-
lulas normais por não experimentar o bloqueio da 
proliferação que acompanha a diferenciação ter-
minal induzida pelo cálcio, e por continuar a pra-
liferar em condições nas quais as células normais 
são obrigadas a seguir a diferenciação terminal. 
Esta alteração é similar àquela descrita para as 
células basais em papilomas de camundongo, e 
pode ser fundamental ao desenvolvimento de neo-
plasia em tecidos lábeis, cujas células experimen- 
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tam renovação constante através da diferenciação 
terminal(71-7380). 

Conforme o conhecimento atual, a iniciação é 
um fenômeno genético, cujo caráter irreversível se 
deveria à atividade mutagênica do cancerígeno ter-
minal, gerado por ativação metabólica. Este teria 
efeito mutagênico ao ligar-se de forma covalente 
ao DNA, mais especificamente ao grupo amino 
exocíclico da adenina ou da guanina, em genes 
que participam do controle do crescimento e da 
diferenciação celular - oncogenes - modificando-se 
assim o comportamento biológico das células afe-
tadas. A eficácia da iniciação parece depender da 
relação existente entre a ativação e a detoxificação 
do HAP e, ainda, do reparo da ligação do diole-
póxido ao DNA; ao estar inibido o reparo por es-
cisão ou aumentado o reparo propenso a erro, 
prevaleceria a interação crítica entre o cancerígeno 
terminal e o DNA. Entretanto, duas ou três divisões 
celulares seriam necessárias para fixar o evento 
ao gen0ma125521. 

Promoção 

Após terem sido isolados os agentes promotores 
do OC, foi estudado o papel desses agentes na 
carcinogênese química, particularmente seu efeito 
sobre as membranas biológicas. Considerando que 
a membrana plasmática, através da permeabilidade 
seletiva de diversas substâncias, desempenha um  

papel importante no controle da divisão celular, a 
interação dos ésteres de forbol com a membrana 
plasmática pode resultar em alteração dos meca-
nismos de controle do ciclo celular. Mediante ex-
periências in vitro, verificou-se que as membranas 
celulares expostas a ésteres de forbol têm perda 
da permeabilidade específica(12). Van Duuren 9  re-
latou também a perda da inibição por contato em 
células cultivadas in vitro, devida à ação do agente 
promotor sobre a membrana plasmática, e sugeriu 
efeito similar in vivo. Portanto, o papel primário do 
promotor tumoral seria a alteração das proprie-
dades das membranas celulares. 

Já Hennings e Boutwell148  verificaram que após 
uma única aplicação de OC na pele de camundongo 
STS - "Skin Tumor Susceptible" - ocorre um estí-
mulo inicial, duplicando e até triplicando a síntese 
de RNA em 6 horas, e a de proteínas, em 12 
horas. Além disso, há uma inibição inicial da síntese 
de DNA, seguida de um estímulo, triplicando-a 18 
horas depois da aplicação; sete dias depois, os 
níveis de síntese macromolecular retornam aos va-
lores normais. Os autores postularam a participa-
ção do estímulo de síntese de RNA específico na 
promoção tumoral, mais especificamente na etapa 
de conversão, ao interferir na expressão genética, 
permitindo a transcrição do DNA alterado das cé-
lulas iniciadas. Raick e Ritchie 81  descreveram re-
sultados similares referentes à síntese de DNA e 
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Figura 6 - Diagrama da resposta heterogênea das células epidérmicas basais expostas a TPA in vitro, segundo 
Yuspa 132). 

RNA, obtidos com a fração A1  de OC na pele de 
camundongo. 

Os resultados de diversas pesquisas, realizadas 
no início da década de 1980, sobre a interação de 
ésteres de forbol com receptores de membrana, 
indicaram, inicialmente, que os promotores atua-
riam ligando-se a receptores(82-85) de forma espe-
cífica, saturável e reversível 86 . 

Estudos posteriores permitiram a purificação de 
um receptor da fração protéica de cérebro de ca-
mundongo, que requer cálcio divalente e fosfatidil-
serina como cofatores para manter a ligação ao 
TPA, verificando-se, mais tarde, que o receptor do 
TPA é uma proteína de membrana - proteína C 
quinase - através da qual o TPA ativa a fosforilação 
de proteínas intracelulares 8790). 

Diversos laboratórios já isolaram a seqüência 
de DNA que codifica a proteína O quinase; trata-se 
de uma família multigenes com expressão diferen-
cial de genes individuais em tecidos específicos, 
o que explica serem também tecido-específicos os 
efeitos dos ésteres de forbol 23 . 

Esse receptor com atividade proteína quinase 
é ativado por fosfolipídeos e cálcio, bem como por 
TPA e outros ésteres de forbol, por diacilglicerídeos 
insaturados e por proteólise, sendo o mesmo re- 

ceptor envolvido na cascata de eventos - via do 
inositol - que ocorrem em resposta a muitos estí-
mulos ceIulares 91). 

Na chamada via do inositol, o sinal externo 
liga-se ao receptor (R) de membrana, o qual trans-
mite a informação através da proteína G (G) ati-
vando a fosfodiesterase (PDE), que por sua vez 
cliva o inositoldifosfalo (P1P2) em duas moléculas 
que agem como "segundo mensageiro", o inositol-
trifosfato (1P3) e o diacilglicerol (DG). O 1P3  é hi-
drossolúvel, difunde-se no citoplasma e libera cálcio 
a partir do retículo endoplasmático, o qual, por sua 
vez, estimula uma proteína quinase - calmodulina 
- citoplasmática. O DG permanece na membrana, 
onde ativa a proteína O quinase; o fosfolipídeo de 
membrana fosfatidilserina (PS) é um cofator para 
essa ativação. Os dois braços desta via levam a 
fosforilação de proteínas distintas, e podem ser 
ativados independentemente, como é o caso do 
TPA interagindo diretamente com a proteína O qui-
nase e desencadeando uma série de efeitos bio-
lógicos(61) (Figura 5). 

Tanto o TPA aplicado uma ou repetidas vezes, 
como um DG sintético - s,n-1 ,2-didecanoilglicerol 
- apenas quando aplicado em alta freqüência com 
efeito promotor completo, diminuem a atividade 
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total da proteína C quinase pelo fenômeno de "down 
regulation"(92). Após a ligação, a perda aparente do 
número de receptores para ésteres de forbol - 
"down modulation" - parece ser o resultado de 
alterações na configuração dos receptores(93), cujo 
significado biológico pode ser a permissividade pa-
ra os processos de hiperplasia e promoção tumo-
ral 92). 

Junto com a ativação da proteína C quinase, 
logo após o tratamento da pele com TPA, ocorre 
uma série de respostas morfológicas e bioquímicas, 
sumarizadas por Siaga e Klein-Szanto(32) e listadas 
a seguir: 
- indução de inflamação e hiperplasia 
- aumento na síntese de DNA, RNA e proteína 
- aumento inicial na queratinização seguido de di-

minuição 
- aumento na síntese de fosfolipídeos 
- aumento na síntese de prostaglandinas 
- aumento na síntese e fosforilação de histonas  

Figura 7 - Diagrama da expansão 
clonal de células iniciadas e sua 
progênie, segundo Parkinson 134 . 

- aumento na atividade ornitina descarboxilase 
(ODC) seguido de aumento de poliaminas 

- aumento na atividade histidina e DOPA descar-
boxilase 

- diminuição na estimulação do AMPc  pelo isopro-
terenol 

- diminuição no número de receptores para dexa-
metasona 

- diminuição de superóxido dismutase (SOD) e ca-
talase 

- indução de estado embrionário na pele de ca-
mundongos adultos. 
Portanto, os promotores - ésteres de forbol - 

interagem com membranas, estimulam e alteram 
a expressão genética e, eventualmente, aumentam 
a taxa de proliferação celular; uma ou várias dessas 
interações seriam responsáveis pelo mecanismo 
de ação 4). Entretanto, devido à ampla gama de 
efeitos determinados pelos ésteres de forbol, tem 
sido difícil estabelecer quais das respostas são 
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componentes essenciais ao processo de promoção 
tumoral. Outros autores referem a produção de 
"células escuras", a inibição da maturação e a 
eliminação da cooperação metabólica como es-
senciais à promoção 13 . Já Slaga e Butler 28  consi-
deram a indução de proliferação epidérmica, ODC, 
poliaminas, prostaglandinas e "células escuras" co-
mo os efeitos que melhor se correlacionam com 
a atividade promotora. 

A produção de prostaglandinas, após o trata-
mento da pele com TPA, inicia-se pela ativação 
Ca-dependente da fosfolipase A2, e talvez da fos-
folipase O, ocorrendo acúmulo imediato de pros-
taglandina E2  e acúmulo retardado de F2a (94-96), As 
prostaglandinas parecem ter papel importante na 
promoção, uma vez que as prostaglandinas F2a e 
E2  comprovadamente aumentam a promoção tu-
moral por TPA 97  e revertem a inibição da atividade 
ODC pela indometacina 25'98 . Mais ainda, a inibição 
da promoção tumoral pela indometacina é revertida 
seletivamente mediante a prostaglandina F2a (94-96), 

Há uma série de evidências experimentais sobre 
o efeito do TPA e de outras substâncias promotoras 
- mezereína, PB, quinonas - estimulando a ativi-
dade epidérmica da enzima ODC 99109 . Ainda, o 
tratamento repetido com TPA 103  ou com P13 108 , 
em intervalos de mais de 48 horas, induz ao au-
mento da atividade ODC bem mais acentuado do 
que uma única aplicação, porém, o tratamento re-
petido com mezereína - propagador - e etilfenil-
propiolato (EPP) - hiperplásico não promotor - 
não chega a induzir atividade ODC proporcional 
ao grau de hiperplasia(109 . 

O pico máximo de atividade ODC verifica-se 
4,5 a 5 horas após o tratamento com TPA 99100106 , 
sendo precedido por elevação dos níveis de GMPc 
e AMPC (100);  a indução da atividade ODC resulta 
de aumento transitório nos níveis de RNAm-ODC 
e na taxa de síntese de proteína-000(106), e culmina 
com acúmulo de poliaminas - putrescina, esper-
midina, espermina - e síntese de DNA 1002 . 

A expressão do gene ODC, induzida pelo TPA, 
acontece através da ativação da proteína O qui-
nase 104 , uma vez que: 
- o TPA não induz atividade ODC em células 

epidérmicas cultivadas na ausência de cálcio; 
- a adição de cálcio ao meio de cultura reverte 

essa situação; 
- o DG 1 -oleil-2-acetilglicerol, similar ao ativador 

biológico da proteína O quinase, induz à atividade 
ODC e eleva os níveis de RNAm-ODC; 
- a fosfolipase 0, que libera diacilglicerol dos 

fosfolipídeos de membrana, induz a atividade 000; 

- a atividade ODC induzida pela fosfolipase O 
se correlaciona com níveis elevados de RNAm-
ODC; 
- um inibidor específico da proteína C quinase 

inibe o efeito do TPA sobre a atividade ODC e a 
elevação dos níveis de RNAm-ODC, bem como 
inibe a promoção tumoral pelo TPA. 

Os resultados da utilização experimental de di-
versos modificadores da promoção tumoral indica-
ram que o estímulo da atividade ODC e a elevação 
conseqüente de poliaminas são importantes no pro-
cesso de promoção, visto que a inibição dessa 
atividade pelo ácido retinóico reduz a indução de 
tumores 25'110'111 , e ainda, a inibição da atividade 
000 mediante inibidor específico - difluorometi-
lornitina - inibe a promoção tumoral pelo TPA 91 . 

Boutwell e colaboradores relataram que a maio-
ria dos tumores espontâneos, assim como os de 
origem viral, os resultantes de radiações e os qui-
micamente induzidos mostram atividade ODC ele-
vada e, ainda, que todos os promotores tumorais 
induzem atividade ODC em tecido normal 13 . 
Conforme esses autores, as poliaminas, cuja sín-
tese é determinada pela enzima 000, participam 
no controle da síntese de DNA, RNA e proteínas, 
e parecem desempenhar um papel decisivo na 
divisão celular e provavelmente na maturação ce-
lular. Paulsen e Astrup 102  consideram a indução 
de atividade 000 e poliaminas como sendo um 
evento associado à cinética do ciclo celular durante 
o estímulo da proliferação celular, sem ser espe-
cífico da promoção. 

Outrossim, os efeitos hiperplásico e promotor 
dos ésteres do forbol têm sido associados à redu-
ção induzida nos níveis de receptor para glucocor-
ticóides no citosol das células epidérmicas 2113 . 
Uma vez que os glucocorticóides são potentes 
inibidores, na pele de camundongo, da síntese de 
DNA e da divisão celular 114118 , e que o nível de 
receptor para glucocorticóides em papilomas é mui-
to baixo1113 , pode-se considerar que o número 
destes receptores desempenha um papel impor-
tante no controle da proliferação celular epidérmi-
ca 2>. 

Vários pesquisadores, ainda na década de 1980, 
determinaram que o TPA altera os perfis de pro-
teínas epidérmicas, especialmente o das querati-
nas, que são o principal produto da diferenciação 
epidérmica. As modificações na epiderme de ca-
mundongos SENCAR - "Sensitive to Carcinoge-
nesis" - após o tratamento único ou repetido com 
TPA, resultam em padrões de queratina seme-
lhantes aos da epiderme de camundongo neonato, 
refletindo uma reversão na expressão da síntese 
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de queratinas. As células de papilomas e carcino-
mas quimicamente induzidos também apresentam 
padrões de queratina alterados, similares aos da 
epiderme de neonatos 119-121). 

Há evidências também da interferência dos és-
teres de forbol com capacidade promotora na ex-
pressão de diversos oncogenes 122> induzindo, par-
ticularmente, de forma transitória e seqüencial, c-
fos, c-myc e o gene ODC, na pele de camundongo 
in vivo, via ativação de proteína O quinase. Esteres 
de forbol apenas mitogênicos, mas não promotores, 
não aumentam da mesma forma a expressão 
desses genes(123). 

Por outro lado, o TPA inibe a comunicação in-
tercelular - cooperação metabólica - em cultura 
primária de células epidérmicas de camundon-
go 124 , bem como em co-culturas de células epi-
dérmicas HEL/37 e fibroblastos PG-1 9 murinos, ao 
passo que outros ésteres de forbol sem atividade 
promotora não determinam esse mesmo efeito 125>. 
Outros promotores, como o PB, administrados em 
dose não tóxica, também inibem a cooperação 
metabólica em células epidérmicas humanas cul-
tivadas in vitro126 . Considerando que a comunica-
ção celular mediada por "gap junctions" participa 
do controle da proliferação e diferenciação celu-
lar 127>, poderia ser este o mecanismo biológico 
pelo qual os promotores interferem na diferenciação 
e favorecem a expansão clonal seletiva das células 
previamente iniciadas 128-131). 

O conjunto de respostas bioquímicas/biológicas 
da pele ao TPA pode ser dividido em dois grandes 
grupos, relacionados quer seja a proliferação ou 
a diferenciação terminal epidérmica. Uma vez que 
ambos processos se excluem mutuamente em uma 
mesma célula, parece haver grande heterogenei-
dade na população epidérmica alvo dos efeitos do 
TPA 73132>. 

Diversos estudos in vitro confirmaram que há 
subpopulações de células basais epidérmicas com 
sensibilidade distinta ao TPA(7173132133). A exposi-
ção ao TPA induz a diferenciação terminal de uma 
subpopulação basal, efeito esse que pode ser de-
tectado tanto pelo aumento na atividade transglu-
taminase, enzima epidérmica associada à diferen-
ciação, como pela formação de corneócitos ou 
envoltórios cornificados; a outra subpopulação é 
estimulada a proliferar e torna-se resistente aos 
sinais que determinam a diferenciação, quer seja 
elevação da [Ca2j ou nova exposição ao 
TPA 71132133) (Figura 6). 

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

relação à proliferação e diferenciação. O efeito 
desta resposta é selecionar e expandir a população 
proliferativa a cada nova exposição ao promotor(134 . 
Uma vez que as células iniciadas são resistentes 
ao sinal biológico - cálcio - que determina a di-
ferenciação terminal, espera-se um aumento do 
número destas células durante a redistribuição na 
população epidérmica. A expansão clonal seletiva 
das células iniciadas resultaria, finalmente, em pa-
piloma(3471'73132133) (Figura 7). 

O promotor tanto pode levar a seleção induzindo 
as células iniciadas a crescerem mais rapidamente, 
como pode acelerar seletivamente a maturação 
das células não iniciadas, aumentando assim de 
forma indireta o número relativo de células inicia-
das. De fato, linhagens de células epidérmicas 
iniciadas são resistentes à diferenciação terminal 
induzida pelo TPA, entretanto a resposta prolifera-
tiva destas células ao TPA é variável 34 . 

A atividade promotora dos ésteres de forbol vem 
sendo atribuída, em parte, a sua capacidade de 
gerar estado pró-oxidante na pele, através do estí-
mulo na produção celular de lipídeos oxidados e 
radicais de oxigênio(28135), bem como de alterações 
nas diversas enzimas que participam do metabo-
lismo de formas reativas de oxigênio(136138). 

Em pele de camundongo, comprovadamente, o 
TPA reduz os níveis de atividade SOD e catalase, 
enzimas detoxificadoras de radicais livres, ánion 
superóxido e peróxido de hidrogênio, respectiva-
mente(138), e aumenta a atividade de xantina oxi-
dase (XO), enzima geradora de ánion superóxido 
e peróxido de hidrogênio(136137). 

Por outro lado, o TPA, como conseqüência da 
ativação da proteína C quinase, estimula a fosfo-
lipase A2, e talvez a fosfolipase C, resultando em 
estímulo do metabolismo do ácido aracdônico e 
aumento na formação de intermediários do ácido 
hidroperóxido aracdônico. Formas reativas de oxi-
gênio são produzidas quando esses produtos in-
termediários, instáveis, reagem formando os res-
pectivos derivados hidroxila(139). 

A promoção tumoral certamente envolve a mo-
dulação da expressão de genes relacionados ao 
crescimento e à diferenciação de células iniciadas, 
resultando na formação de tumores pela seleção 
e expansão clonal dessas células. As formas rea-
tivas de oxigênio, tanto os hidroperóxidos lipídicos, 
como seus produtos de degradação, poderiam ser 
responsáveis por essa modulação ao agir como 
fatores clastogênicos, ou seja, componentes de 
baixo peso molecular que provocam quebras cro-
mossômicas no próprio tecido e em outros dis-
tantes. As formas reativas de oxigênio podem mo- 
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dular a expressão de genes relacionados à pro-
moção e progressão tumoral tanto ao induzir alte-
rações estruturais - rearranjo de genes - em on-
cogenes previamente mutados pelo iniciador, como 
ao participar de mecanismos epigenéticos que re-
sultam em expressão gênica alterada, por exemplo, 
através da modificação de proteínas cromossômi-
cas pela ADP-ribosilação 139 . 

Outras evidências que sustentam a hipótese de 
participação de radicais livres na promoção tumoral 
consistem na atividade promotora dos peróxidos, 
compostos oxidantes geradores de radicais livres 35  
40), e na atividade inibitória da promoção por parte 
de várias substâncias antioxidantes 28'31'35'94'140'141 . 

Diversos pesquisadores confirmaram a existên-
cia de duas ou mais etapas na fase de promoção. 
Conforme Slaga e sua equipe(25), a promoção é 
um fenômeno epigenético. Na primeira etapa, isto 
é, na conversão de Boutwell, haveria a desdife-
renciação a estados embrionários através de me-
canismos ainda não esclarecidos, mas que têm 
expressão morfológica sob a forma de "células 
escuras", descritas inicialmente por Raick e Rit-
chie  142 . A produção de prostaglandina F2a também 
tem sido vinculada à etapa de conversão, devido 
a que promotores incompletos - apenas propaga-
dores -, como RPA, não determinam esse efeito 96 . 
A síntese de DNA nesta etapa parece ser um evento 
essencial, visto que a administração de hidroxiurea 
- inibidor da síntese de DNA - 18 horas após o 
TPA, ou seja, no pico de síntese de DNA, determina 
inibição completa da formação tumoral mediante 
o modelo trifásico 143 . Ainda mais, a indução de 
aberrações cromossômicas pode ter papel impor-
tante na etapa de conversão, uma vez que, ao ser 
utilizado metilmetanossulfonato (MMS), agente aI-
quilante e clastogênico que provoca danos cro-
mossômicos, este demonstrou ser um potente 
agente convertogênico no protocolo trifásico 144 . 
Na segunda etapa, que corresponde à propagação 
de Boutwell, seriam críticas e necessárias a ele-
vação de poliaminas e prostaglandinas 25 , particu-
larmente E2 (94,96)  e também a proliferação celular. 
Este último evento poderia constituir, conforme hi-
pótese de Slaga e sua equipe 25 , uma terceira 
etapa na promoção tumoral. 

Em suma, pode-se considerar que a promoção 
tumoral envolve a indução de novo fenótipo celular, 
bem como a seleção de subpopulações de células 
iniciadas 23 . 

Summary 
The results of experimental mouse skin 

tumorigenesis studies, first started in the 1940's,  

have Ied to many signiflcant concepts dealing with 
the multistage theoty of cancer. Recent years have 
witnessed meaning fuI 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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