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Efeito de promotores tumorais em pele
de gerbil, Meriones unguiculatus'

Maria Angélica Guzman-Silva®

Resumo

Supondo que a resisténcia relativa da pele de gerbil adulto a carcinogénese quimica
estaria relacionada a um fendmeno de adaptagdo ao processo de promocao
tumoral, foi caracterizado o efeito de éleo de créton (OC) e perdxido de benzoila
(PB) sobre a pele de gerbil, através do estudo das alteragbes morfoldgicas,
correlatas a atividade promotora e induzidas em fungao da dose administrada, da
freqiéncia do tratamento e da associagao ao iniciador metilcolantreno (MC) em
modelos bifasicos e trifasicos de carcinogénese. Verificou-se que uma unica apli-
cacao topica de OC (0,94 mg e 1,88 mg) ou PB (20 mg e 40 mg) induz, na
epiderme interfolicular, grau similar de hiperceratose e hiperplasia dose-dependente;
outros efeitos, como espessamento da epiderme, hipertrofia celular e inflamagao,
eram mais acentuados pelo tratamento com OC. O efeito hiperplasico, também
mais acentuado com OC, decorreria do estimulo proliferativo e do desequilibrio
entre proliferacao e diferenciagdo epidérmica. O tratamento topico repetido, com
OC (1,41 mg) ou PB (30 mg), independente da freqiiéncia semanal, bi-semanal
ou tri-semanal, determinou diminuicdo do estimulo proliferativo inicial, além de
intensa hiperceratose e regressao da hiperplasia, no caso do OC consequente ao
desequilibrio entre proliferagao e diferenciagao, favorecendo a perda celular. En-
tretanto, o PB, quando aplicado 2 ou 3 vezes/semana, determinou discreta pro-
gressao da hiperplasia inicial, decorrente de ligeiro desequilibrio entre proliferagao
e diferenciacao, prevalecendo discreto ganho celular. Ambas substancias diferiram
também no efeito inflamatério, ocorrendo regressao com OC e progressao com
PB. A divergéncia nos efeitos hiperplasico e inflamatério estaria refletindo meca-
nismos de acgado distintos destas duas substancias. Ao ser aplicado OC ou PB
apés MC (0,2 mg), segundo protocolos de carcinogénese bifasica ou trifasica,
comprovou-se que apenas o PB tem discreto efeito promotor — propagador — de
papilomas na pele de gerbil adulto. Considerando a diminuicao do estimulo proli-
ferativo, que ocorre durante o tratamento repetido com OC e PB, associada ao
efeito destas substancias sobre a diferenciagao celular — hiperceratose — entende-se
que a expansao clonal seletiva de células epidérmicas estaria prejudicada, prin-
cipalmente com OC, sendo talvez esta a base bioldgica da resisténcia relativa da
pele de gerbil adulto a indugao quimica de tumores de linhagem epidérmica.
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Introducgao

Os tumores cutaneos podem ser induzidos ex-
perimentalmente através de dois procedimentos
classicos. Um deles, denominado modelo cumula-
tivo, consiste na aplicacao repetida de pequenas
doses de cancerigeno, por exemplo, de um hidro-
carboneto aromatico policiclico (HAP) como o me-
tilcolantreno (MC); isto resulta na indugao de pa-

pilomas e carcinomas. O outro, chamado modelo
bifasico, que permitiu caracterizar as etapas de
iniciacdo e promocgao tumoral, consiste de uma
Unica exposigao a pequena dose de cancerigeno,
seguida de tratamento repetido da pele iniciada
com substancias ou procedimentos — promotores
— em si mesmo nao cancerigenos, resultando, prin-
cipalmente, na indugao de papilomas(®. Ainda, a
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promocao tumoral parece consistir de varias eta-
pas, das quais duas ja foram definidas operacio-
nalmente, sendo denominadas conversao ou etapa
| e a propagacao ou etapa 11159, de forma que o
desenvolvimento neoplasico pode ser considerado
como multifasico”.1%13), A cada uma dessas etapas
correspondem mecanismos especificos. Quanto a
iniciagao, sabe-se que consiste em ligagdo cova-
lente do carcindgeno ao DNA(419) o que determina
alteracdo no genoma celular, provavelmente nos
genes que controlam o crescimento e a diferen-
ciagao no genoma celular, como o oncogene ras‘'®
21), Ja a promogao envolve a selegao e expansao
clonal de células iniciadas, sendo que a etapa de
conversao é relacionada a alteragao na expressao
génica, e a propagagao € vinculada apenas a pro-
liferagao celular(®12.22:24),

Diversas substancias com capacidade promo-
tora tém sido identificadas. O 6leo de créton (OC)
é uma mistura complexa de substancias lipidicas
— ésteres de forbol — extraido das sementes da
planta Croton tiglium L2527 ja o perdxido de ben-
zoila (PB) € um composto oxidante gerador de
radicais livres, derivado de subprodutos do alcatrao
de hulha®2?), Alguns promotores tumorais cuta-
neos, como os ésteres de forbol, agem através de
um receptor de membrana especifico®®-34, ativando
uma enzima identificada como proteina C qui-
nase®49 e desencadeando uma série de efeitos
biolégicos. Outros, como o PB, parecem atuar atra-
vés de um mecanismo envolvendo radicais li-
vres('24144)  havendo controvérsias quanto a sua
interacao com a proteina C quinase(1245:46),

Tanto os ésteres de forbol — elementos ativos
do OC — como o PB e muitos outros promotores,
provocam, na pele, diversas alteracdes morfologi-
cas e bioquimicas®71%1247) Sob aspecto morfolo-
gico, hiperplasia, disturbios da diferenciagao e in-
flamagao ocorrem como resposta aos promo-
tores(1048:51) QO efeito hiperplasico e a capacidade
promotora de tumores dependem da dose, como
tem sido demonstrado em diversas linhagens de
camundongos, utilizando-se ésteres de for-
bo|“#8:505253) gy PB9.54, Em outras espécies — rato,
hamster — o grau de hiperplasia induzida também
é dose-dependente, porém a dose requerida para
obter hiperplasia maxima com ésteres de forbol
nesses animais € bem maior, sendo 10 a 20 vezes
a dose referida em camundongos®®%). O efeito
hiperplasico dos ésteres de forbol, nas diversas
espécies e linhagens de roedores, também difere
apos tratamento mudltiplo; nas linhagens sensiveis
ocorre potenciagao da resposta hiperplasica e, nas
linhagens e espécies resistentes, a hiperplasia ini-
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cial desaparece®®), Além da dose, o intervalo
entre as aplicagoes sucessivas de promotor € um
outro fator importante na indugao de hiperplasia e
promogao tumoral(1:48:53:55),

A validade dos modelos cumulativo e bifasico
de carcinogénese tem sido verificada em diversas
espécies animais, como rato®®, coelho®7%® e
hamster®, além de camundongo®®57€9  Qutros-
sim, tém sido observadas variagbes na suscepti-
bilidade a carcinogénese quimica cumulativa e bi-
fasica/multifasica, tanto entre as diversas espécies
animais®”:5®, como entre linhagens de camundon-
gos isogénicos®5°%) sendo algumas refratarias a
promocao“86061)  As variagoes na susceptibilidade
a carcinogénese quimica podem ser consequéncia
de diferengas na ativagdo metabdlica do canceri-
geno ou na capacidade de reparo do DNA alterado;
uma outra possibilidade € que as diferencas na
susceptibilidade estejam relacionadas a alguns as-
pectos da promogao, quer seja a resposta ao
agente promotor em si ou a influéncia de outros
fatores enddgenos no processo(!4850.8060 Tudo in-
dica que a susceptibilidade reside na qualidade
genética do individuo, visto que linhagens isogé-
nicas de camundongos, altamente susceptiveis a
carcinogénese quimica cutanea (STS*, SENCAR*,
SSIN**) tém sido desenvolvidas atraves do cru-
zamento sucessivo de camundongos que apresen-
tavam reacdo maxima a indugao quimica de tu-
mores cutaneos(:6263),

O gerbil, Meriones unguiculatus, € um pequeno
roedor originario de areas desérticas da China e
da Mongdlia, adaptado como animal de laboratdrio,
no ocidente, nas Ultimas décadas®¥. Ha poucas
referéncias na literatura sobre a utilizagao do gerbil
na pesquisa da carcinogénese quimica cutanea;
as existentes(®5-%® relatam a inducao de papilomas,
carcinomas e alteragoes pigmentares da pele, com
ambos modelos experimentais. Contudo, em estu-
do comparativo da carcinogénese quimica cutanea
entre camundongo e gerbil, comprovou-se resis-
téncia relativa da pele de gerbil a indugao de tu-
mores com o modelo bifasico®®. A promogao com
OC a 0,5%, duas vezes por semana, prolongada
por 30 semanas, também nao teve resultados po-
sitivos; jA o modelo cumulativo é efetivo nesta es-
pécie animal, ocorrendo a inducao de papilomas
em 14 semanas e carcinomas em 26 semanas°7",

*STS “skin tumor susceptible” *
*SENCAR “sensitive to carcinogenesis”
***SSIN “sensitive SENCAR inbred”.



EFEITO DE PROMOTORES TUMORAIS EM PELE DE GERBIL, MERIONES UNGUICULATUS 169

Consideramos que a resisténcia relativa da epi-
derme de gerbil a carcinogénese quimica residiria,
em virtude de caracteristicas genéticas préprias da
espécie, em um fendbmeno de adaptacéo ao pro-
cesso de promogao tumoral, particularmente, com
OC. Esse fendmeno consistiria em manutengao do
estado de equilibrio entre proliferagao celular e
maturacdo, permanecendo a renovagao celular
constante, de forma que a expansao clonal seletiva
das células iniciadas estaria prejudicada ou seria
insuficiente. Com a finalidade de comprovar essa
hipotese, foi caracterizado o efeito de OC e PB
sobre a pele de gerbil, através do estudo das
alteragbes morfoldgicas correlatas a atividade pro-
motora, induzidas em fungao da dose administrada,
da freqiiéncia do tratamento e da associagao ao
iniciador MC em modelos bifasicos e trifasicos de
carcinogénese.

Materiais e métodos
Animais

Na execugao dos diversos protocolos experi-
mentais foi utilizado um total de 200 gerbis, machos
e adultos, provenientes da criagao do Biotério do
Departamento de Patologia da Universidade Fe-
deral Fluminense. Os animais foram alojados em
gaiolas de fundo plastico, com leito de maravalha,
e receberam, constantemente, agua e ragéao Labina
(Purina) ad libitum. No biotério, a iluminagao era
ciclica em intervalos de 12 horas, e a temperatura
ambiente era mantida em 20°C.

Protocolos experimentais

Dois ou trés dias antes do inicio do tratamento,
os gerbis, anestesiados mediante inalagao de éter,
foram pesados e identificados, e a pele dorsal foi
depilada com creme. Todos os animais, em relagao
ao ciclo de crescimento do pélo, encontravam-se
na fase telogénica ou de repouso. Toda a mani-
pulacdo dos animais foi realizada em horario pre-
determinado e fixo, devido a variagao ciclica cir-
cadiana das mitoses(273),

Efeito de promotores em fungao da dose

Foram utilizados 25 gerbis, peso médio 47,4 =
6,4 g (C.V. 13,6%). Os animais foram distribuidos
em 5 grupos (n=5), e receberam, topicamente, 0,2
ml de solugao de promotor dissolvido em acetona.
Duas solugoes de OC foram testadas, 0,5% (0,94
mg/dose) e 1% (1,88 mg/dose), assim como duas

de PB, 10% (20 mg/dose) e 20% (40 mg/dose).
O grupo-controle foi tratado apenas com o solvente
acetona. Os gerbis foram sacrificados 48 horas
apés a aplicagao do promotor, mediante sobredose
de éter.

Efeito de promotores em funcao da
freqiiéncia de tratamento

Foram utilizados 105 gerbis, peso médio 58,0
+ 5,2 g (C.V. 8,9%). Os animais foram distribuidos
em 7 grupos (n=15), e receberam, topicamente,
0,2 ml de solugao de promotor dissolvido em ace-
tona. Foi testada a aplicagao de OC 0,75% (1,41
mg/dose) e de PB 15% (30 mg/dose) na frequéncia
de 1, 2 e 3 vezes por semana. Os animais-controle
receberam apenas o solvente acetona na freqién-
cia maxima. Os gerbis foram pesados novamente
no momento da Ultima aplicagao de promotor. Cinco
animais de cada grupo foram sacrificados 48 horas
apds completarem 1, 2 e 4 semanas de tratamento.

Modelos bifasicos de carcinogénese

Foram utilizados 25 gerbis, peso médio 56,8 +
6,1 g (C.V. 10,8 g). Os animais foram distribuidos
em 5 grupos (n=5) e tratados, topicamente, uma
Unica vez com MC 0,1% (0,2 mg/dose), e a seguir
de forma repetida com OC 0,75% (1,41 mg/dose;
3 x/semana) ou com PB 15% (30 mg/dose; 2 x/se-
mana), durante 40 semanas. Os grupos-controle
receberam, a cada vez, 0,2 ml de solugao de pro-
motor (sem iniciagao) ou apenas o solvente acetona
(sem iniciagao e sem promogao).

Modelos trifasicos de carcinogénese

Foram utilizados 45 gerbis, peso medio 56,3%
+ 55 g (C.V. 9,8 g). Os animais foram distribuidos
em 9 grupos (n=5) e tratados, topicamente, uma
Unica vez com MC, e a seguir de forma repetida
com um tipo de promotor durante 20 semanas, e
depois o0 outro promotor por mais 20 semanas, ou
bem receberam um tipo de promotor uma Unica
vez seguido do outro promotor durante 40 semanas.
Os grupos-controle receberam, a cada vez, 0,2 ml
de solucao de promotor (sem iniciagao) ou apenas
o solvente acetona (sem iniciagao, sem conversao
e sem propagagao).

Avaliagao técnica

Nos protocolos referentes ao efeito dos promo-
tores em fungéo da dose administrada e da fre-
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quéncia de tratamento, foi coletada a pele dorsal
em formol 10% Milloning para o estudo histopato-
I6gico, e foram determinados o indice mitético (IM),
o nimero de camadas celulares nucleadas (CCN)
e a espessura da epiderme (EE), além do grau de
inflamagao cutanea e do grau de hiperceratose.
Com a finalidade de bloquear as mitoses e facilitar
a sua contagem na determinagdo do IM4, todos
os animais receberam colchicina (0,1 mg/100 g de
peso corporal) por via s.c., trés horas antes do
sacrificio.

indice mitético: em cada campo microscépico,
visualizando-se exclusivamente a epiderme inter-
folicular (EIF), foi feita a contagem diferencial dos
nucleos em interfase e mitose, estes ultimos blo-
queados em metafase, até totalizar 1.000 ndcleos
em interfase. A contagem foi feita sob aumento
total de 1.000 x. O IM foi calculado matematica-
mente, e o resultado, expresso como percentual.
A mediana foi utilizada como medida de tendéncia
central do grupo, e os valores minimo e maximo,
como medida de disperséo.

Numero de camadas celulares nucleadas: si-
multaneamente, sob as mesmas condicdes des-
critas para a determinagao do IM, foram feitas em
cada caso 100 contagens, sendo 3 por cada campo
microscopico, onde foram contados os nucleos vi-
siveis sobre 3 linhas imaginarias perpendiculares
a superficie. O numero mais freqliente, moda, ob-
tido em cada caso, foi considerado o CCN corres-
pondente. A mediana foi utilizada como medida de
tendéncia central do grupo, e os valores minimo
e maximo, como medida de dispersao.

Espessura da epiderme: a medicao da EE,
excluindo a camada coérnea, foi feita utilizando-se
analisador de imagem (Mini-Mop, Kontron). Os va-
lores eram fornecidos por leitura, direta no aparelho,
sendo 10 medidas por campo microscépico, num
total de 200 medidas em cada caso. As medicdes
foram realizadas sob aumento total de 400 x no
referido aparelho, previamente calibrado com la-
mina micrometrada. A média aritmética foi utilizada
como medida de tendéncia central do grupo, € o
desvio padrao, como medida de dispersao.

Grau de hiperceratose: a espessura da cama-
da cérnea foi avaliada de forma semi-quantitativa.

Grau de inflamacgao: a avaliagdo semi-quanti-
tativa do exsudato celular presente na derme su-
perficial determinou o grau de inflamagao cutanea
em cada animal.

Nos protocolos de carcinogénese bifasica e tri-
fasica, foi avaliada a variagcdo do peso corporal
dos animais, foram registradas as alteragbes ma-
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croscopicas da pele dorsal e foi realizado estudo
histopatolégico da mesma.

Avaliacao estatistica

Aos resultados referentes a IM e CCN, em fun-
cao da dose de promotor e da freqiéncia de tra-
tamento promotor, foi aplicado o teste nao-para-
métrico da soma das ordens de Wilcoxon®). Nos
resultados referentes a EE aplicou-se o teste T de
Student. Dos resultados referentes a variagao pon-
deral foi realizada analise de variancia, através da
aplicagao do teste ndo-paramétrico de Friedman
e de Kruskal-Wallis(™,

Resultados
Efeito de promotores em fungcao da dose

A EIF de gerbil adulto, apés uma Unica aplicagao
topica de acetona, era constituida de uma camada
de células basais e um nimero variavel de camadas
celulares diferenciadas, muito achatadas, por sua
vez cobertas pela camada cérnea. Foram registra-
das, mais frequentemente, 2 CCN, o IM variava
entre 0,1% e 0,6%, e a EE, excluindo a camada
cornea, foi em meédia de 12,79 um (Figuras 1 e
2).

Com ambos promotores aplicados uma Unica
vez, o grau de hiperceratose induzido, na epiderme
de gerbil adulto, foi similar (Tabela 1). Verificou-se,
em relacao ao controle, aumento significativo do
IM e das CCN da EIF, nos gerbis tratados com
OC. Porém, apesar dos valores de IM e CCN
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Figura 1 — indice mitético e camadas celulares
nucleadas da epiderme interfolicular em fungao da
dose de promotor.
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Figura 2 — Espessura da epiderme em funcao da dose
de promotor.

Tabela 1 — Grau de hiperceratose induzida em
epiderme de gerbil em funcdo da dose de promotor.

Grupo Hiperceratose
0C 0,94 mg +
0C 1,88 mg +
PB 20 mg +
PB 40 mg +

Acetona 0,2 ml —

— ausente; + leve; ++ moderado,; +++ acentuado

serem mais elevados com a maior dose de OC —
1,88 mg — apenas o IM foi significativamente di-
ferente em funcao da dose de OC aplicada (Figura
1). A EE tratada com OC mostrou aumento signi-
ficativo tanto em relagdo ao controle, quanto ao
tratamento com PB, porém, foi similar com ambas
as doses utilizadas (Figura 2).

Ainda, comparando o efeito de ambos promo-
tores, o OC na dose de 1,88 mg determinou IM e
CCM significativamente maiores que com qualquer
dose de PB testada, e na dose de 0,94 mg, os
valores de IM e CCN determinados pelo OC dife-
riam significativamente dos valores obtidos com

20 mg de PB (Figura 1). Portanto, uma unica apli-
cacao de OC mostrou ser mais potente que o PB
na indugcao de hiperplasia, em epiderme de gerbil
adulto, e determinou intenso estimulo proliferativo,
dose-dependente, associado a hiperceratose — au-
mento da maturagao — resultando em hiperplasia
também dose-dependente; ja a hipertrofia celular
ocorria de forma inversamente proporcional a dose,
de forma que a EE era similar nas duas doses
testadas.

Os valores de IM, embora elevados pelo trata-
mento com PB, sé tendiam a aumentar em fungao
da dose e nao apresentaram diferenca significativa
entre si, mas sim em relacdo ao grupo-controle.
Contudo, o tratamento com maior dose de PB —
40 mg — determinou aumento das CCN, significa-
tivamente diferente do controle e também em fun-
cao da dose de PB aplicada (Figura 1). Apesar
dos valores da EE serem elevados nos gerbis
tratados com PB, nao houve diferenca significativa
destes valores em relagcdo aos do controle nem
variacao dose-dependente (Figura 2). Portanto,
uma Unica aplicacdo de PB determinou estimulo
proliferativo da epiderme, com tendéncia a ser
dose-dependente, associado a hiperceratose — au-
mento da maturacao — resultando em hiperplasia
dose-dependente; ja a discreta hipertrofia celular
ocorria de forma inversamente proporcional a dose,
de forma que a EE era similar nas duas doses
testadas.

Tabela 2 — Grau de inflamacao induzida em pele de
gerbil em funcdo da dose de promotor.

Grupo Exsudato celular
OC 0,94 mg i

0C 1,88 mg 4

PB 20 mg + %

PB 40 mg +

Acetona 0,2 ml -

— ausente; +/- muito discreto; + leve; ++ leve a moderado;
+++ moderado, ++++ moderado a acentuado, +++++
acentuado.

O OC, nas duas doses testadas, principalmente
1,88 mg, determinou degeneracgao vacuolar da ca-
mada basal, necrose focal de epiderme e reacao
inflamatéria cuténea. O efeito flogistico do PB, 20
mg ou 40 mg, era menor que O registrado com
OC e nao havia grandes diferencas em funcao da
dose (Tabela 2).



172 Rev. Bras. Cancerol., 1995; 41(3): Julho/Setembro 1995
A 3x/sem
OC 1x/sem
OC 2x/sem
OC 3x/sem
PB 1x/sem
PB 2x/sem
_ Figura 3 — PB 3x/sem
Indice mitdtico I I ! ! !
da epiderme 0 0.5 1.5 2 2.5 3 3.5
interfolicular "

em funcao da
freqiiéncia de

[(]12 semana [/]2* semana [:]14* semana

tratamento.
A3weem{T [T/ 7717
]
OC 1weem{Z LT[/ 7/ T/TI7TIIIITIIT]T].
OC 2x/sem |
OC 3eemZ /[ /7777771777177 IT7T7777
PB iweemE/ /7 [/ 7 [ 711771171117
Figura 4 —
77777777777
Camadas PB 2x/sem i 111‘//[///////////// TG e v
celulares
nucleadas da ;
: NSNS NENNNNENNN e s =)
epiderme R 3%/neny R T TR A R SR R |
interfolicular ' .
o} 1 2 .3 4 5

em fungao da
freqiiéncia de
tratamento
promotor.

D 1® semana [Z]Z' semana 4" semana

Efeito de promotores em funcao da
freqiiéncia de tratamento

O tratamento tdpico tri-semanal com acetona
nao determinou qualquer alteragao histoldgica na
pele de gerbil adulto. O IM variava entre 0,5% e
1%, foram registradas, mais freqlientemente, 2
CCN, e a EE, excluindo a camada cérnea, foi em
média de 1,1 um (Figuras 3, 4 e 5).

Com ambos promotores aplicados repetida-
mente, o grau de hiperceratose progredia; contudo,
na 42 semana a camada cérnea era mais evidente
na epiderme dos animais submetidos a OC, inde-
pendente da freqiéncia de tratamento (Tabela 3).

Verificou-se que, com OC, o IM era significativa-
mente maior que o controle, exceto na 42 semana
do tratamento tri-semanal, porém ocorria decrés-
cimo significativo dos valores de IM, seja da 12
e/ou 2% semana para a 4% semana, independente
da freqiiéncia de tratamento (Figura 3). Com rela-
cdo as CCN, registrou-se aumento significativo,
porém sem haver diferengas em fungdo da fre-
quéncia de tratamento com OC ou do periodo de
observagao (Figura 4). Independente da freqiiéncia
de tratamento houve aumento significativo da EE
a cada periodo de observacdo, em relagdo ao
controle, contudo a redugao na EE da 12 para as
2% e 4% semanas, quando do tratamento com OC
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Tabela 3 — Grau de hiperceratose induzida em
epiderme de gerbil em funcao da freqiiéncia de
tratamento promotor.

Grupo 12 22 42
semana semana semana

OC 1x/sem + 4 G
OC 2x/sem ++ + + +
OC 3x/sem ++ ++ +4++
PB 1x/sem + + +
PB 2x/sem - ++ +++
PB 3x/sem + ++ ++

Acetona 3x/sem — - —

— ausente; + leve; ++ moderado; +++ acentuado.

na frequiéncia semanal, foi significativa; na freqién-
cia bi-semanal a redugao progressiva na EE foi
minima, e na frequéncia tri-semanal houve um dis-
creto aumento progressivo da EE (Figura 5). Por-
tanto, o tratamento repetido com OC determinou
hiperceratose progressiva — aumento da maturagao
— associada a estimulo proliferativo que diminuia
ao prolongar-se o tratamento; entretanto, resultava
em discreta hiperplasia, concomitante a hipertrofia,
a qual se tornava mais evidente na frequéncia
tri-semanal, de forma que apenas neste grupo havia
discreto aumento progressivo da EE.

Os valores de IM, elevados quando do trata-
mento com PB, foram sempre significativamente
diferentes do controle, porém também ocorria de-
créscimo significativo destes valores, seja da 12
e/ou 22 semana para a 4% semana, independente
da frequéncia de tratamento (Figura 3). Quanto as
CCN, registrou-se aumento significativo em relagao
ao controle, e o PB apenas na freqiiéncia bi-se-
manal determinou, de forma significativa, aumento
progressivo das CCN, que se manteve até a 42
semana (Figura 4). Independente da frequéncia de
tratamento houve aumento significativo da EE em
relacao ao controle, a cada periodo de observagao
(Figura 5). O PB nas 3 freqiiéncias testadas de-
terminou aumento da EE, da 12 para a 22 semana,
com progressao deste aumento na freqténcia bi
e tri-semanal. Esta progressao na EE era muitis-
simo mais acentuada quando do tratamento bi-se-
manal e teve significancia estatistica da 12 para a
22 e 42 semana. Portanto, o tratamento repetido
com PB determinou hiperceratose progressiva —
aumento da maturagao — associada a estimulo
proliferativo, que diminuia ao prolongar-se o trata-
mento, porém resultava em hiperplasia, que era
acompanhada de hipertrofia celular, a qual era mais
acentuada com o tratamento bi-semanal, de forma
que neste grupo havia consideravel aumento pro-
gressivo da EE.

Ainda, comparando o efeito de ambos promo-
tores, os valores de IM determinados pelo OC
foram sempre inferiores aos obtidos com PB, exceto
na 12 semana do tratamento semanal, e os valores
de CCN obtidos com OC também eram inferiores
aos registrados com PB, nas frequéncias bi e tri-
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Tabela 4 — Grau de inflamagao induzida em pele de
gerbil em fungéo da frequéncia de tratamento
promotor.

Grupo 12 2z 42
semana semana semana
OC 1x/sem +++ + ++
OC 2x/sem +++ ++ g4
OC 3x/sem ++ ++ ++
PB 1x/sem + o+ §
PB 2x/sem + ++ ++
PB 3x/sem ++ + ++ ++

Acetona 3x/sem - — -

— ausente; +/- muito discreto; + leve; ++ leve a moderado;
+++ moderado; ++++ moderado a acentuado; +++++
acentuado.

semanal (Figuras 3 e 4). Assim sendo, o PB mos-
trou ser mais eficiente que o OC na inducdo de
hiperplasia persistente, na epiderme de gerbil adul-
to, independente da frequéncia de aplicagao das
substancias promotoras. Apds 4 semanas de tra-
tamento, a hiperplasia era mais acentuada nos
animais submetidos a PB bi-semanal.

Quanto ao efeito flogistico, o OC aplicado 1, 2
ou 3 vezes por semana determinou reacado seme-
lhante com aparente decréscimo progressivo da
intensidade, exceto quando o tratamento era mais
freqlente. Ja com o PB, na freqiiéncia bi-semanal,
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houve alguma progressao do grau de inflamagao,
o qual ao fim da 42 semana era similar aos graus
registrados com OC (Tabela 4).

Por outro lado, nao houve diferenga significativa
na variacdo ponderal dos animais dos diversos
grupos, quer seja na 1%, na 22 ou na 4% semana
de observacao (Figura 6). Contudo, verificou-se
uma tendéncia de menor ganho ponderal quanto
maior a freqiéncia de tratamento, e para a fre-
quiéncia tri-semanal também foi registrada uma ten-
déncia de menor ganho ponderal em fungdo do
promotor, sendo OC < PB < A, inclusive com perda
de peso final nos animais tratados topicamente
com OC.

Modelos bifasicos e trifasicos de
carcinogénese

Apenas o PB, independente de iniciacao prévia,
determinou ceratose, sugerindo um aumento da
diferenciacao epidérmica, que era mais intensa com
o PB agindo na propagacao, apos tratamento com
OC durante 20 semanas na conversao (Tabelas 5
e 6). Nao ocorreu a indugao de papiloma persistente
com qualquer um dos protocolos testados, e s6
um gerbil, do grupo submetido a MC na iniciagao,
OC 1 x na conversao e PB durante 40 semanas na
propagacao, apresentou transitoriamente uma leséao
cutanea semelhante a papiloma, medindo 1 mm de
didametro, entre a 42 e a 142 semana (Tabela 6).

Por outro lado, nao houve diferenca significativa
na variagao ponderal dos animais entre os diversos
grupos, nem destes em relagado a grupo-testemu-
nha de 16 gerbis nao manipulados durante 40

A 3x/sem| _ﬁi" .
—
OC 1x/sem| R
OC 2x/semf- Setem
oc 3x/..m - — '~{_"_."_£' — ,‘x e s & | =
PB 1x/sem— T;:/—fTA .............. F—
B = s
PB 2x/sem|- (A
Figura 6 — PB 3x/sem - E——‘
Variagao g m— - ' '
ponderal em 4 --2 0 2 4 6 8 10 12 14
fungéo da g
freqiiéncia de
tratamento
promotor. (] 1 semana [/12* semana [(]42 semana
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Tabela 5 — Macroscopia da pele dorsal apos 40
semanas de tratamento com protocolos bifasicos de
carcinogénese.

Grupo Ceratose Papilomas
MC/1x+OC/40sem - -
MC/1x+PB/40sem + -
OC/40sem = -
PB/40sem + —
Acetona/40sem - -

— ausente; +/- muito discreta; + leve. ++ moderada; +++
acentuada.

Tabela 6 — Macroscopia de pele dorsal apés 40
semanas de tratamento com protocolos trifasicos de
carcinogénese.

Grupo Ceratose Papilomas

MC/1x+OC/20sem+PB/20sem + 4+ =
MC/1x+PB/20sem+0OC/20sem — —
0OC/20sem+PB/20sem ++ -
PB/20sem+0OC/20sem = =
MC/1x+OC/1x+PB/40sem + _*
MC/1x+PB/1x+OC/40sem = =
OC/1x+PB/40sem i _
PB/1x+OC/40sem - —

Acetona/40sem - —

*papiloma transitrio; — ausente; +/- muito discreta; + leve;
++ moderada; +++ acentuada.

semanas (Figuras 4 e 8). Contudo, verificou-se
uma tendéncia de menor ganho ponderal nos ani-
mais manipulados.

O tratamento tdpico tri-semanal com acetona,
prolongado por 40 semanas, nao teve qualquer
efeito sobre a estrutura histoldgica da pele de gerbil
adulto. O maior grau de inflamagao cutanea ocorreu
nos gerbis tratados com OC durante 40 semanas
independente de iniciagao prévia, porém, nestes
animais a hiperplasia epidérmica era minima. Ja
o tratamento com PB, independente de iniciagao
prévia, determinou mais frequentemente hiperpla-
sia moderada, contudo, o grau de inflamagéao cu-
tanea em todos estes animais era discreto (Tabelas
7 e 8).

Nw/osem| | ! ;
A/40sem H l] |
Mcrtxsoconeml ]|
MC/1x+PB/40sem |- B—-—i
1 1 1 1
o 10 20 30 40 50
9

Figura 7 — Variagdo ponderal apés 40 semanas de
tratamento com protocolos bifésicos de carcinogénese.

NM/40sem

P ——
A/40sem "—ﬁl
MC/1+0C/20sem+PB/20sem|-
MC/14+PB/20sem+0C/20sem| i
OC/20sem+PB/20sem|  +—)
 PB/20sem+0C/2088m N
MC/1x+OC/ix+PB/40sem|  ———
MC/1x+OC/1x+0C/40sem|  +————
R
T

OC/1x+PB/40sem

PB1x+0OC/40sem

Figura 8 — Variagao ponderal apds 40 semanas de
tratamento com protocolos trifasicos de carcinogénese.

Discussao

Efeito de promotores em fun¢ao da dose e
da freqiiéncia de tratamento

A pele de roedores tratada exclusivamente com
acetona nao apresenta alteragdes significativas
quando comparada com a normal, isto &, a nao
tratada”®7®. Da mesma forma, nao verificamos
qualquer alteragdo macroscépica na pele dos ger-
bis dos grupos-controle (dose e freqliéncia). A ob-
servagao microscopica da EIF desses gerbis confe-
riu com a descricdo correspondente a do camun-
dongo'"67), sendo registradas com maior frequén-
cia 2 CCN. Igual valor é referido em EIF de ca-
mundongo880-88) e em EIF de hamster®58"), ambos
submetidos a aplicagao tdpica de acetona. A EE
registrada nos gerbis dos grupos-controle (dose e
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Tabela 7 — Histopatologia da pele dorsal apés 40
semanas de tratamento com protocolos bifasicos de
carcinogénese.

Grupo Hiperplasia Inflamagao
MC/1x+OC/40sem - +
MC/1x+PB/40sem ++ +/-
OC/40sem + ++
PB/40sem +++ +
Acetona/40sem - =

— ausente; +/- muito discreta; + leve; ++ leve a moderada;
+++ moderada; ++++ moderada a acentuada; +++++
acentuada.

Tabela 8 — Histopatologia da pele dorsal apés 40
semanas de tratamento com protocolos trifasicos de
carcinogénese.

Grupo Hiperplasia Inflamagao
MC/1x+0C/20sem e +
+PB/20sem

MC/1x+PB/20sem — ++
+0OC/20sem

OC/20sem+PB/20sem ++ +/-
PB/20sem+0OC/20sem - 4 4
MC/1x+OC/1x+PB/40sem ++ ++
MC/1x+PB/1x+0OC/40sem + 44§
OC/1x+PB/40sem 44 ++
PB/1x+OC/40sem +/- F 4+ 4+
Acetona/40sem = =

— ausente; +/- muito discreta; + leve; ++ leve a moderada;
+++ moderada; ++++ moderada a acentuada; +++++
acentuada.

freqliéncia) também é similar aos valores descritos
em camundongo(7880828388) Quanto ao IM, que va-
riava nos animais-controle entre 0,1% e 1%, estes
valores também sdo compativeis com os registra-
dos em EIF de camundongo(87°8289  Portanto,
pode-se considerar que sob aspecto morfolégico
as peles de camundongo e de gerbil sdo seme-
Ihantes.

Nos trabalhos pioneiros em carcinogénese qui-
mica cutanea, foram testados diversos solventes,
parafina liquida®”%®", éleo mineral®?, benzeno
e acetona®®3, Solugbes de OC em concentracéo
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elevada, de até 10%, eram pinceladas ou gotejadas
na pele de roedores®"%-%4), Uma vez que solugoes
menos concentradas de OC em acetona ainda
permitiam detectar o efeito promotor desta subs-
tancia em pele de camundongo®®®3, foi, por assim
dizer, padronizado o uso de OC 0,5% em aceto-
na(160.9)  Estudos posteriores especificavam a ali-
quota de solugao aplicada topicamente, que geral-
mente era de 0,2 ml®©%%), As doses absolutas re-
feridas na literatura, em diversos estudos sobre os
efeitos do OC em pele de camundongo, variam
entre 20 ug e 2,5 mg('5860959%) (O |imiar descrito
para o efeito promotor do OC, em pele de camun-
dongo, encontra-se entre 5 ug e 15 ug por apli-
cacao". Em outras espécies animais, gerbil, coe-
lho, porco e miniporco, € referida a utilizagao de
doses mais elevadas, que variam entre 200 ug e
10 mg®8ee9, Com relagdo ao PB, as doses utili-
zadas em pele de camundongo variam entre 1 mg
e 40 mg®¥, porém, a dose minima com efeito
promotor é 20 mg“®51.5461) As doses testadas neste
trabalho, em pele de gerbil, 0,94 mg e 1,88 mg
de OC, e 20 mg e 40 mg de PB, sao efetivamente
promotoras de tumores em pele de camundongo,
e no caso do OC sdo bem superiores ao valor
limiar dessa substancia para aquela espécie.

As alteracgoes induzidas na pele dos gerbis, me-
diante uma Unica aplicacao de OC, ou seja, es-
pessamento da epiderme, hipertrofia, atividade mi-
tética, hiperplasia, hiperceratose e inflamagao, fo-
ram similares as descritas na pele de camundongo,
tratada com OC®%%2 ou aquelas induzidas com
seu elemento ativo tetradecanoilforbolacetato
(TPA) em pele de camundongo(88184 rato Fischer
344148 hamster sirio® e cobaio®®. Ja& uma unica
aplicacao tépica de PB, na pele de gerbil, deter-
minou aumento na EE, discreta hiperplasia, hiper-
ceratose e discreta inflamagéo, ao passo que no
camundongo é descrito acentuado aumento na EE,
hiperplasia, hiperceratose e auséncia de inflama-
ca0(9:54),

Consta na literatura que a intensidade de diver-
sos parametros avaliados em pele de camundongo,
tais como EE, CCN e hiperceratose®!, e ainda,
inflamag&o(®) e incidéncia tumoral(.26:531%0) " varia
dependendo da dose de promotor — OC ou TPA
— utilizado. A dependéncia da dose também ¢& re-
ferida para a hiperplasia induzida mediante TPA
em epiderme de hamster sirio®®, e mediante PB
em epiderme de camundongo®“®. Em nosso ma-
terial também verificamos que o grau de hiperplasia
induzido em epiderme de gerbil era dose-depen-
dente, com ambos promotores, porém no caso do
OC foi o IM que apresentou diferenga significativa
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em funcao da dose, e no caso do PB foram as
CCN. Ja a EE e o grau de inflamagao nao apre-
sentaram variacdo dose-dependente, quer seja
com OC ou PB, e o grau de hiperceratose foi
similar com ambos promotores, sem apresentar
variagao dose-dependente. Isto sugere que uma
Unica aplicagao tépica, tanto de OC como de PB,
induz maturagao celular na epiderme de gerbil, e
que o efeito hiperplasico, apés uma unica aplicagao
topica de promotor, decorreria do estimulo prolife-
rativo, mais acentuado no caso do OC, e do dese-
quilibrio entre o ganho (proliferagao) e perda (ma-
turacao) celular.

As alteragoes induzidas mediante uma Unica
aplicagéao de promotor regridem em 7 a 10 dias®'84),
da mesma forma que os efeitos induzidos pela
exposicao cronica desaparecem 2 a 4 semanas
ap6s a suspensao do tratamento®®, inclusive a
promocao tumoral®101.192) Daj se entende que ha-
veria um limiar baseado, ndo s6 na dose, mas
principalmente na freqiéncia de aplicagado do pro-
motor, uma vez que o efeito promotor nao se ma-
nifesta a menos que o intervalo entre as aplicagoes
seja suficientemente curto para permitir a adigao
dos efeitos induzidos a cada aplicagao(':26:95.100,103),
Chouroulinkov e colaboradores®®, ao estudarem
o efeito de 24 combinagbes dose/freqliiéncia de
TPA na promogao tumoral em pele de camundongo,
concluiram que para cada dose testada, a incidén-
cia tumoral dependia da freqiiéncia de aplicagao,
e que para cada freqiiéncia de aplicagao, a inci-
déncia de papilomas era dose-dependente. Obser-
vacao similar ja fora feita por Van Duuren e sua
equipe('®), Em termos operacionais, consagrou-se
a exposicao ao promotor na frequéncia de
duas(#8:5556,59-61638898,104) oy trés vezes por sema-
na(526066,87.101,105) Neste trabalho foi testada a apli-
cacao topica semanal, bi-semanal e tri-semanal de
1,41 mg de OC e de 30 mg de PB.

Verificamos que, independente da frequéncia
de tratamento, o PB era mais efetivo que o OC
na inducdo de hiperplasia persistente, e embora
com ambos promotores houvesse aumento inicial
do IM, que se manteve acima dos valores do con-
trole durante o tratamento, ao fim da 42 semana
esses valores eram inferiores aos da 12 semana,
para cada promotor e freqiiéncia de tratamento. A
diminuicdo da atividade mitética, durante a admi-
nistragcdo do promotor, era mais notéria nos gerbis
submetidos a OC, e considerando que a hiperce-
ratose também era mais evidente nestes animais,
€ provavel que o menor ganho celular associado
a maior perda celular tenham contribuido para a
regressao da hiperplasia inicial. Ambos promotores

diferiam também no efeito sobre as CCN, sendo
mais efetivo o PB bi-semanal, ao determinar au-
mento progressivo, que se manteve até a 42 se-
mana de tratamento, porém nao chegando a ul-
trapassar 4 CCN (moda). Isto sugere que apesar
da diminuicao da atividade mitética, o ganho celular
era mantido ao exceder a perda celular pela ma-
turagdo. Por outro lado, ambos promotores deter-
minaram aumento da EE, havendo porém regres-
sao acentuada com OC semanal. A discreta pro-
gressao na EE, registrada com OC tri-semanal,
parece decorrer da manutencao da hipertrofia ce-
lular. No caso do PB bi-semanal, a progressao na
EE era mais notéria e decorria, provavelmente,
nao sb da hipertrofia mas também do efeito hiper-
plasico (aumento das CCN). Efeito similar € descrito
no hamster sirio, pelo tratamento tépico tri-semanal
com PB(1%), A adaptagdo da EIF do gerbil ao tra-
tamento continuo com OC foi similar a descrita em
hamster sirio®, e em rato Fischer 344 e hamster
sirio“®; ambas espécies, do mesmo modo que o
gerbil, sdo relativamente insensiveis a promogao
com ésteres de forbol.

A afirmacdo que se refere a correlagao entre
inducao de hiperplasia persistente e susceptibili-
dade a promogao® parece ser correta, porquanto
espécies de linhagens de roedores sensiveis a
promogao mantém ou experimentam progressao
da hiperplasia inicial®68'.88104 e nas espécies de
linhagens menos susceptiveis, como rato Fischer
344 e hamster sirio, ocorre regressao da hiperplasia
inicial“8%%), sendo essa regressdo mais rapida
quanto maior a frequéncia do tratamento. Entre-
tanto, para outros promotores, como o PB, essa
correlacao entre hiperplasia persistente e promogéao
tumoral nao é sempre evidenciada, visto que ca-
mundongos sensiveis a promogao com ésteres de
forbol — SENCAR, DBA/2 — exibem EE similar a
de camundongos menos suceptiveis — C57BL/6 —
apés aplicagao de PB bi-semanal por duas sema-
nas®"1% mantendo-se a hiperplasia em niveis
baixos, com EE entre 20 um e 25 um. A maior
diferenga entre linhagens de camundongos com
diversa sensibilidade a promogéo com ésteres de
forbol, quando tratados com PB, esta relacionada
a resposta inflamatdria, avaliada pela formagao de
edema, sendo que esse efeito € mais acentuado
nas linhagens sensiveis a promogao('%4.

No presente estudo, observou-se que o efeito
flogistico, inicialmente, era mais acentuado na pele
dos gerbis tratados com OC, principalmente na
freqliéncia bi-semanal, e esse efeito regredia ligei-
ramente durante o tratamento, sem haver variagao
dependente da freqliéncia ao fim da 4% semana
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de tratamento. Ja o PB determinou progressao do
grau de inflamagao quando aplicado bi-semanal-
mente, chegando a ser similar, na 42 semana, ao
grau registrado com OC. Verificou-se, portanto, que
a indugao de inflamagao diferia na intensidade ini-
cial e na forma de evolugao durante o tratamento,
refletindo talvez mecanismos diferentes na ativagao
do processo, segundo cada promotor.

Carcinogénese bifasica e trifasica

Diferentemente de outros autores®48667) no pre-
sente trabalho nao foi verificada indugao tumoral
com os modelos bifasicos de carcinogénese, quer
seja utilizando OC ou PB como promotores. Nao
pode deixar de ser considerado que nesses estudos
utilizaram-se doses elevadas no tratamento com
OC, de forma que efeitos citotdxicos, necrose e
regeneracao epidérmica podem ter participado no
processo de promocao tumoral. Conforme diversos
autores(1:53.100) g efetividade da promogao é deter-
minada, operacionalmente, tanto pela dose como
pela freqliéncia do tratamento promotor. Porém,
considerando a patogenia do processo de promo-
¢ao tumoral que consiste essencialmente, de acor-
do com os conhecimentos atuais, na expansao
clonal seletiva de células previamente inicia-
das(®9.107-110) gpenas o PB determinou, simultanea-
mente, as alteragcoes morfolégicas que parecem
necessdrias para a expansao seletiva, ou seja,
hiperplasia persistente, distirbio da diferenciagao
epidérmica, e inflamacé&o. Entretanto, foi o protocolo
trifasico — iniciagao/MC, conversao/OC, propaga-
cao/PB — que determinou transitoriamente uma le-
sao cutanea semelhante a papiloma em um animal,
e nao ocorreu a inducao definitiva de papilomas
com qualquer um dos protocolos testados.

Em pele de camundongo, o surgimento de pa-
pilomas é considerado o fim da etapa de promogéo,
sendo que dos multiplos papilomas induzidos me-
diante o protocolo classico iniciagao-promogao,
muitos regridem apds a suspensao do tratamento
promotor®101.102)  Uma possivel explicacdo para
esse fendmeno de regressado tumoral seria que,
na auséncia do estimulo proliferativo determinado
pelo promotor, a taxa de ganho celular torna-se
insuficiente e ndo consegue compensar a taxa de
perda celular, de forma que o papiloma desapa-
rece('®), Entretanto, no gerbil a regressao aconte-
ceu durante o tratamento com PB. A presenca de
papiloma transitério, em pele de gerbil, também ja
fora descrita durante o tratamento bi-semanal com
OC 0,5%"). Ambos promotores parecem ser ine-
ficientes na indugcao da expansao clonal seletiva
das células iniciadas em epiderme de gerbil.
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Os ésteres de forbol, elementos ativos do OC,
embora sejam potentes promotores tumorais na
epiderme de camundongo, mostram-se ineficientes
em outras espécies de roedores®“857.6%71) e em de-
terminadas linhagens de camundongos®®, entre
elas a C57BL/6%28", A ineficiéncia do TPA como
promotor nessa linhagem parece estar relacionada
a incapacidade de manter a hiperplasia epidérmi-
ca(2%9), De forma similar, o gerbil ndo responde a
promogao com OC, como confirmado no presente
trabalho, verificando-se auséncia de hiperplasia
persistente®®7". Ja outros promotores, como o PB,
sao efetivos promotores em pele de camundon-
go®54 inclusive nas linhagens resistentes aos és-
teres de forbol®'.19410)  Entretanto, os percentuais
de papilomas/camundongo e de camundongos com
papilomas, induzidos mediante promogao com PB,
sdo sempre mais elevados nas linhagens sensi-
veis®194 e neste trabalho verificou-se, no gerbil,
apenas a indugao transitéria de papiloma.

Ambas espécies, gerbil e camundongo C57BL/6,
tém uma caracteristica em comum, a de apresentar,
em relagao ao peso corporal respectivo, glandulas
adrenais grandes"589, No gerbil, a relagdo peso
adrenais/peso corporal & aproximadamente de
1:1000, ao passo que no camundongo suigo essa
relagido é de 1:15006°). E provavel que tanto no
gerbil como no camundongo C57BL/6 ocorra mo-
dulagdo da promogao por glucocorticoides endé-
genos. De fato, o efeito promotor tumoral dos és-
teres de forbol é inibido por esterdides antiinfla-
matérios( 1114 Os glucocorticéides, agindo via
receptor citoplasmatico(''%118) sdo potentes inibi-
dores, na epiderme de camundongo, da sintese
de DNA e da divisao celular("-113.117.118) ¢ conse-
quentemente frustram a inducao da hiperplasia pe-
los ésteres de forbol('13),

O processo de formagao de tumores € sujeito
a modificagbes por diversos fatores, como si-
tuacoes de estresse, entre outros("). O estresse,
por seus potentes efeitos neuro-hormonais, pode
alterar a susceptibilidade dos animais a uma ampla
variedade de doengas, incluindo neoplasias(''9. Por
outro lado, corticoesteréides antiinflamatérios como
a dexametasona provocam perda de peso, além
de inibir a promogao tumoral('2), Considerando es-
sas informagdes, avaliamos a variagao ponderal
dos gerbis, durante os diversos protocolos testados,
como indicativo indireto do grau de estresse indu-
zido nos animais. Nao houve diferenca significativa
na variagao ponderal dos animais entre os diversos
grupos, contudo, havia uma tendéncia gie menor
ganho ponderal nos gerbis manipulados. E provavel
que o estado de estresse, induzido pela manipu-
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lagao, tenha sido ligeiramente superior nos animais
submetidos aos procedimentos experimentais.
Além disso, o OC, por seu efeito irritativo, poderia
estar acentuando o estado de estresse, uma vez
que até a 4® semana de tratamento verificamos
uma tendéncia de menor ganho ponderal nos gerbis
submetidos a essa substancia. No gerbil, o estresse
agudo aumenta de forma significativa a concen-
tracdo de glucocorticéides, quase quadruplicando
os niveis plasmaticos normais('?. Os esterdides
antiinflamatorios, como ja mencionado acima, sao
potentes inibidores, na epiderme de camundongo,
de varios efeitos dos ésteres de forbol, havendo
conseqlientemente inibicdo da promogao tumo-
ral(1068.122) |sto poderia explicar a auséncia de pa-
pilomas com os diversos protocolos testados.
Contudo, com base nos resultados exclusivamente
morfolégicos, nao foi possivel estabelecer-se ca-
tegoricamente essa correlagdo, mas as diferengas
na susceptibilidade a carcinogénese quimica cuta-
nea, entre diversas espécies animais e linhagens
de camundongos, ja tém sido relacionadas a mo-
dulacao da promogao por horménios esteréides®.
Por outro lado, a inflamagao induzida tanto com
OC tri-semanal como com PB bi-semanal, ao fim
de 4 semanas foi similar. Apés 40 semanas de
tratamento, a inflamacao cutanea era mais acen-
tuada nos gerbis submetidos aos protocolos de
carcinogénese bifasica e trifasica, nos quais utili-
zava-se OC como promotor e propagador. Radicais
livres liberados pelos leucécitos infiltrados no local
poderiam influir na atividade promotora do PB e,
principalmente, do OC. Entretanto, a liberagao de
radicais livres pelos leucécitos infiltrados na pele
parece ser um efeito secundario, e sua participacéo
resulta insuficiente na indugao tumoral em pele de
gerbil. Além disso, a pele dorsal de gerbil adulto,
embora morfologicamente seja similar a pele dorsal
de camundongo, apresenta inferior estado antioxi-
dante e pro-oxidante('?*129. O baixo potencial ge-
rador de radicais livres, por via enzimatica, também
poderia ser um dos fatores responsaveis pela re-
sisténcia relativa da pele de gerbil a carcinogénese
quimica. Contudo, o PB determina na pele de gerbil
efeito similar ao do OC na pele de camundongo,
no que se refere a indugao de atividade xantina
oxidase (X0)(?® g, coincidentemente, foi com um
dos protocolos em que se utilizava PB como pro-
motor — propagador — que ocorreu transitoriamente
uma lesao cutanea semelhante a papiloma.
Concluimos que a base biolégica da resisténcia
relativa da pele de gerbil adulto a indugao quimica
de tumores de linhagem epidérmica esta relacio-
nada a auséncia de hiperplasia persistente, devido

a manutengao do estado de equilibrio entre proli-
feracéo celular e maturagao, permanecendo a re-
novacgao celular constante e prejudicando a expan-
sao clonal seletiva de células epidérmicas, princi-
palmente com OC. Entre as perspectivas para fu-
turas pesquisas, ja delineadas pelos participantes
do “American Cancer Society Workshop on Tumor
Promotion”(19  encontra-se o estudo da estrutura
e da funcao dos genes que determinam a suscep-
tibilidade a promogao tumoral em diversos sistemas
de modelos animais e humanos. Portanto, a ca-
racterizagcao do gerbil como espécie relativamente
resistente a carcinogénese quimica cutanea for-
nece subsidio a pesquisa dos determinantes ge-
néticos da carcinogénese multifasica.

Summary

In order to explain the biological basis of the
adult gerbil skin relative resistance to chemical car-
cinogenesis it was characterized the effect of croton
oil and benzoyl peroxide tumor promoters by study-
ing the morphological changes related to promotion
and induced in adult gerbil skin according to different
doses, treatment frequencies, and associated
pretreatment with the tumor initiator methyl-
cholanthrene, through biphasic and triphasic car-
cinogenesis protocols. Similar degree of hyper-
keratosis and dose-dependent hyperplasia were in-
duced in the interfollicular epidermis after one topi-
cal application of croton oil (0.94 mg and 1.88 mg)
or benzoyl peroxide (20 mg and 40 mg). Epidermal
enlargment, cellular hypertrophy and inflammation
were more pronnounced with croton oil treatment.
Proliferative stimulus and imbalance between
epidermal proliferation and differentiation could be
responsible for the hyperplasia, which was more
intense with croton oil treatment. The initial prolifera-
tive stimulus was reduced after repeated topical
treatment with croton oil (1.41 mg) or benzoyl
peroxide (30 mg). Croton oil also induced intense
hyperkeratosis and regression of initial hyperplasia,
which could be related to imbalance between
proliferation and differentiation in favour of cellular
loss. Twice or thrice a week treatment with benzoy!
peroxide induced discrete progression of initial hy-
perplasia, which could be related to slight imbalance
between proliferation and differentiation
predominating a discrete cellular gain. Both sub-
stances determined different inflammatory effect,
since there was regression with croton oil and
progression with benzoyl peroxide. Divergent hy-
perplastic and inflammatory responses could be
reflecting different mechanisms of action of these
two compounds. When croton oil and benzoyl
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peroxide were administered after methyl-
cholanthrene (0.2 mg) through biphasic or triphasic
carcinogenesis protocols, only benzoyl peroxide
showed discrete and transitory promotion —
propagation — of papillomas in adult gerbil skin.
Taking into account the regression of the prolifera-
tive stimulus registered during repeated treatment
with both promoters and the response associated
to cellular differentiation — hyperkeratosis — it was
concluded that those effects interfered in the selec-
tive clonal expansion of epidermal cells, mainly
with croton oil treatment, and could be related to
the biological basis of adult gerbil skin relative resis-
tance to chemical epidermal carcinogenesis.

Key words: carcinogenesis; initiation; promotion; skin;
gerbil.
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