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ANALISE MORFOLOGICA COMPARATIVA DA CARCINOGENESE QUIMICA CUTANEA
ENTRE CAMUNDONGO (Mus musculus) E GERBILHO (Meriones unguiculatus)
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RESUMO

Foi estudada a resposta da pele de gerbilho @ inducdo quimica de tumores, comparando-se as
alteracées morfoldgicas iniciais com aquelas que ocorrem na pele do camundongo. Dois modelos
de carcinogénese foram aplicados: o cumulativo, utilizando metilcolantreno e o bifdsico, com
metilcolantreno como iniciador e 6leo de créton como promotor. As alteragGes macroscépicas,
tals como espessamento da pele e hiperemia, induzidas com os dois tratamentos mencionados,
foram menos evidentes no gerbilho. A reacdo inflamatoria e a hiperplasia, observadas microscopi-
camente, também foram de menor intensidade na pele de gerbilho, notando-se, durante os dois
tratamentos, o paradoxo do estimulo permanente da proliferacdo celular, evidenciado pela eleva-
cdo do Indice mitético, sem hiperplasia progressiva da epiderme. A nivel ultra-estrutural, com o
modelo cumulativo, na epiderme interfolicular do gerbilho, ocorreu dilatagio do espaco interce-
lular menos evidente do que a registrada na do camundongo, e a indugdo de “células escuras” nao
foi observada até a 102 semana de tratamento. Com o modelo bifésico, na epiderme interfolicular
do gerbilho, ndo houve inducdo de “células escuras” e a dila tacdo do espaco intercelular foi,
inicialmente, minima, deixando de existir posteriormente, apesar da continuidade do tra tamento.
A pele do gerbilho, quando comparada com a de camundongo, mostrou-se relati vamente resisten-
te @ carcinogénese quimica. Se no camundongo, com o modelo bifésico, apos um periodo de
laténcia de sete semanas, houve a formacéo de varios papilomas, no gerbilho ndo houve desen-
volvimento de tumor até a 302 semana, Com o modelo cumulativo, tanto no camundongo ‘como
no gerbilho, houve desenvolvimento de um papiloma; o periodo de laténcia no camundongo
foi de dez semanas, enquanto que no gerbilho foi de quinze semanas. Os resultados ob tidos suge-
rem que a relativa resisténcia da pele de gerbilho & carcinogénese quimica parece residir em um
fenbmeno de adaptacdo ao processo de bromocdo tumoral, particularmente com éleo de croton.

Unitermos: carcinogénese quimica cutanea, modelo cumulativo, modelo bifasico, gerbilho.

INTRODUCAO modelo cumulativo, consiste na aplicacdo repe-
: tida de pequenas doses de cancerigeno. O outro,

O modelo que utiliza a pele de camundongo chamado modelo bifésico, consiste de uma
tem sido um dos métodos de carcinogénese Unica aplicacdo de cancerigeno (etapa de inicia-
quimica mais estudados, identificando-se vérias ¢do), seguida de tratamentos repetidos com um
etapas no processo. Os tumores cutaneos podem promotor tumoral ndo cancerigeno (etapa de
ser induzidos experimentalmente através de dois promocdo). A iniciacdo, que requer uma Gnica
procedimentos cléssicos. Um deles, denominado aplicacdo de cancerigeno, seja de acdo direta
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ou indireta, em dose subcancerigena, & uma
etapa essencialmente irreversivel. A promogdo
se desenvolve pelo tratamento repetido, apés a
iniciacdo, com substancias ou procedimentos
ndo cancerigenos, sendo que as alteracOes
induzidas inicialmente sdo- reversiveis e, mais
tarde, tornam-se irreversiveis. Amplas revisdes
podem ser consultadas sobre a inducdo quimica
de tumores cutineos! ~' 1.

A validade dos modelos referidos tem sido
verificada em diversas espécies animais, como
rato, coelho, hamster, além do camundon-
go!® 12-18 Qutrossim, observam-se variagoes
na susceptibilidade & carcinogénese quimica
cutinea, tanto entre as diversas espécies ani-
mais, como entre linhagens de camundongos
“inbred’’, e tudo indica que a susceptibilidade
parece residir na qualidade genética do indi-
widuo® <1 %,

Quanto & histogénese dos tumores quimi-
camente induzidos, os trabalhos anteriores a
1951 ° relacionavam a hiperplasia ao processo
de carcinogénese, mas Shubick!® demons-
trou que nem todas as substancias que sdo
agentes hiperpldsicos na pele de camundongo
tém atividade promotora de tumores. Nume-
rosos autores também referiram que tanto os
promotores como 0s agentes puramente hiper-
plédsicos provocam reacdo inflamatéria na
pele2'6’8'2°‘26.

Em 1954, Berenblum?’ propds que a promo-
-cdo tumoral envolve um estimulo da prolife-
racdo celular e uma inibicdo da maturacdo
celular, o que foi posteriormente comprovado
por varios autores.

Ultra-estruturalmente, as principais alteracdes
descritas, na epiderme de camundongo, durante
a carcinogénese cumulativa e bifésica, se referem
a anormalidades da superficie de contato entre
as células, devidas a disturbios nas junc¢des celu-
lares, e ao desenvolvimento de novos padrdes
no citoplasma das células nucleadas®®. Raick
e Ritchie?®, em 1971, denominaram “‘células
escuras’’ aquelas que apresentavam caracteris-
ticas ultra-estruturais diferentes das de outras
células epidérmicas durante a carcinogénese
bifdsica ou mesmo apbs uma Unica dose de
promotor. As “‘células escuras” parecem ser
células-tronco primitivas, isto €, indiferenciadas,
que normalmente sd0 numerosas na pele embrio-
naria e do neonato, porém sdo raras na pele
adulta® 239,

Raick3®! 32 sugeriu que os promotores atua-
riam alterando a via de diferenciacdo normal,
permitindo, dessa maneira, a expressdo do feno-
tipo neoplésico; de fato, com a continuidade do
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tratamento promotor, na pele previamente ini-
ciada, grupos de ‘‘células escuras” crescem pro-
gressivamente, formando pequenos papilomas.

O gerbilho (Meriones unguiculatus) € um pe-
queno roedor origindrio da China e da Mongdlia,
adaptado como animal de laboratério nas ulti-
mas décadas®?® . Hé poucas referéncias na litera-
tura sobre a utilizacdo do gerbilho na pesquisa
da carcinogénese cutanea; as existentes! ©+ 3437
relatam a inducdo de papilomas, carcinomas e
alteracdes pigmentares na pele, com ambos 0s
modelos experimentais.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a
resposta do gerbilho a indug¢do quimica de tu-
mores cutaneos, considerando-se especialmente
os aspectos morfolégicos, que por sua vez foram
comparados com a resposta do camundongo,
modelo cléssico de carcinogénese cutanea. O
exame compreendeu as alteracdes macros-
copicas e histopatolégicas iniciais envolvidas no
processo, assim como as alteracdes ultra-estru-
turais relevantes.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado um total de 66 animais, “out-
bred”, cuja distribuicdo por espécie e sexo en-
contra-se especificada na Tabela 1. Os camun-
dongos, assim como os gerbilhos, provieram da
criacdo do Biotério do Departamento de Patolo-
gia e Apoio Clinico da Universidade Federal
Fluminense. Os animais foram distribuidos em
seis grupos experimentais, trés de camundongos
e trés de gerbithos. Cada grupo era constituido
de onze animais.

TABELA 1 — Espécie e sexo dos animais em estudo

ESPECIE ANIMAL MACHO FEMEA TOTAL

Camundongo 20 13 33
Gerbilho 21 12 33
TOTAL 41 25 66

Considerando-se que o desenvolvimento pos-
natal do gerbilho é mais demorado que ¢ do ca-
mundongo®?®, o tratamento dos animais foi ini-
ciado nos camundongos com 0ito semanas e Nos
gerbilhos com dez semanas, procurando-se assim
manter fases de desenvolvimento comparaveis
nos dois tipos de roedores estudados.

Apbds a depilacdo do dorso dos animais, apli-
cou-se na &rea interescapular o tratamento des-
crito na Tabela 2, durante dez semanas. As subs-
tancias quimicas utilizadas foram o cancerigeno
completo metilcolantreno (MC) e como promo-
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TABELA 2 — Tratamento e sexo dos camundongos (A)
e gerbilhos (B) em cada grupo em estudo

Sexo ' Tratamento
Grupo

Macho Fémea Substancia Freqiiéncia
I A 7 4  acetona 2 x semana
I B 6 b acetona 2 x semana
1A 7 4 metilcolantreno 2 x semana
1B 9 2 metilcolantreno 2 x semana
1A 6 5 metilcolantreno 1 dose Unica

" 6leo de croton 2 x semana
1B 6 5 metilcolantreno 1 dose Unica
oleo de croton 2 x semana

| controle
Il modelo cumulativo
111 modelo bifdsico

tor, o ¢leo de croton (OC), ambos da Sigma
Chemical Company. Cada reagente foi dissol-
vido em acetona na seguinte concentracdo: MC
a 0,7% e OC a 0,5%. As doses aplicadas durante
0 experimento, nos diversos animais, foram
sempre de 200u | de solucdo por cada vez, me-
diante pipeta automatica. A quantidade total de
substancias, aplicadas em cada animal, encontra-
se especificada na Tabela 3.

Durante o tratamento foram registradas as
alteracBes ocorridas na pele, ou seja, espes-
samento e hiperemia, presenca de neoplasia
e suas caracteristicas macroscopicas. A cada
semana foi sacrificado um animal de cada
grupo. Apbds a 102 semana o tratamento foi
suspenso e o ultimo animal de cada grupo foi
sacrificado na 149 semana.

Como ndo ocorreu a formacdo de tumores
nos gerbilhos durante as dez semanas de expe-
rimentacdo, dois desses animais, machos, com
dez semanas de idade, foram tratados por perfo-
do mais prolongado de tempo. O gerbilho, trata-
do com o modelo cumulativo, foi sacrificado

na 212 semana, tendo recebido no total 8.400.g
de MC. O gerbilho, tratado com o modelo bifa-
sico, foi sacrificado na 302 semana, tendo rece-
bido 200ug de MC e no total 55.460ug de OC.

Para o estudo pela microscopia 6ptica, a pele
do dorso dos animais foi fixada em formol a
10% tamponado e processada da forma roti-
neira. Realizaram-se as seguintes técnicas de
coloracdo: hematoxilina-eosina, tricromico de
Masson—Goldner®?, azul de toluidina a 0,5%
para identificar mastécitos e Masson-Fontana:
para melanina®*?, além da técnica de branquea-
mento da melanina*!. Procurou-se estabelecer
parametros que permitissem comparar a evolu-
cdo da resposta de ambos os tipos de roedores
aos diversos tratamentos aplicados. Assim, as
observacdes referentes a vasodiltacdo e ao
exsudato celular presentes na derme superficial
foram registradas, considerando-se o grau de
intensidade. Além disso, com a finalidade de
avaliar o estimulo de proliferacdo celular e o
grau de hiperplasia atingido pela epiderme inter-
folicular (EIF), em cada caso foi determinado o
indice mitotico (IM), expresso como taxa, € o
nimero de camadas celulares nucleadas (CCN),
expresso como moda.

Para o estudo pela microscopia eletrdnica,
uma faixa estreita de pele foi retirada da linha
média do dorso. O material foi fixado em gluta-
raldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sédio
O,IM, pH 7,4 a 49C, pbds-fixado em tetroxido de
6smio a 1% em tampdo cacodilato de sédio
O,IM, pH 7,4 a 49C, e processado com a téc-
nica de rotina da Microscopia Eletrdnica do
Departamento de Patologia e Apoio Clinico.

Foram realizados cortes semifinos, Tum, no
ultramicrétomo LKB 8800 Il e corados pela
técnica modificada de Humphrey—Pittman*?,
com a finalidade de verificar a orientacdo dos
fragmentos e selecioné-los para o corte ultra-
fino, assim como para conferir, ainda, as altera-

TABELA 3 — Total de substancias quimicas aplicadas em cada animal,
sacrificado nas diversas semanas do periodo em estudo

PERIODO.EM ESTUDO (SEMANAS)
GRUPOS SUBSTANCIAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14
IAelB A (ul) 400 800 1.200 1.600 2.000 2400 2800 3.200 3.600 4.000 4.200
IIAellB MC (ug) 400 800 1.200 1.600 2.000 2.400 2.800 3.200 3.600 4.000 4.200
1A ellIB  MC (ug) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
OC (ug) 940 2.820 4.700 6.580 8.460 10.430 12.220 14.100 15.980 17.860 18.800

A acetona
MC metilcolantreno
OC obleo de créton
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cOes observadas na microscopia 6ptica comum,
Os cortes ultrafinos foram obtidos no ultrami-
cré6tomo referido e ‘‘corados’’ pela técnica de
acetato de uranila e Reynolds®®. A observacio
do material foi feita no microscoépio eletronico
de transmissdo ZEISS EM 109.

RESULTADOS

Macroscopia

As alteracOes macroscopicas, hiperemia e
espessamento da pele, induzidas com os diversos
tratamentos, sempre foram menos intensas na
pele de gerbilho.

Quanto a inducdo de tumores, verificou-se a
formacdo de papiloma na pele de camundongo
com ambos os modelos de carcinogénese. Com
o modelo cumulativo, um camundongo desen-
volveu um papiloma cbnico, observando-se um
periodo de laténcia de dez semanas. Com o mo-
delo bifasico, dois camundongos desenvolveram
tumores, atingindo o méaximo de oito papilo-
mas por animal; uns eram de forma conica, ou-
tros em couve-flor; o perfodo de laténcia foi de
sete semanas. No gerbilho, s6 foi observada a
inducdo de um papiloma em couve-flor, com
0 modelo cumulativo, apés um periodo de latén-
cia de quinze semanas; com o modelo bifasico
ndo houve desenvolvimento de tumor até a 303
semana de tratamento (Tabela 4).

TABELA 4 — Periodo de laténcia e incidéncia de
papilomas quimicamente induzidos em
camundongos (A) e gerbilhos (B)

Periodo de NPmaximode N© maiximo de

GRUPO laténcia animais com papilomas
(semanas) papiloma por animal
IHA 10 1 1
11B 15 1 1
1A 74 2% g**
1 ** - - —

*  observado na 102 semana

observado na 112 semana
*** at6 a 309 semana de observacdo

* %

Il modelo cumulativo
Il modelo bifésico

Microscopia optica

Na epiderme normal de camundongo, em
todos os casos, registraram-se mais frequente-
mente duas CCN e o IM variou entre 2,5 e 7,7
(x=5,5) (Figura 1). A epiderme normal de gerbi-
lho também exibiu mais freqlentemente duas
CCN, e os valores de IM, determinados em cada
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FIGURA 1 — Indice mitotico e camadas celu-

lares nucleadas da EIF do grupo | A.

caso, foram em geral mais elevados que os do
camundongo, variando entre 2,7 e 9,1 (xX=6,6)
(Figura 2).

A epiderme de camundongo, tratada com o
modelo cumulativo, mostrou um aumento gra-
dativo do numero de CCN, atingindo o maximo
de seis na 83 semana de tratamento, e verifi-
cou-se elevacdo do IM que variou entre 3,5 e
11,5 (x=9,3). Apds a suspensdo do tratamento
houve diminuicdo do IM, registrando 1,9 na
1438 semana, e o numero de CCN foi seme-
lhante aos valores do controle (Figura 3). Ja
a epiderme de gerbilho, submetida ao mesmo
tratamento, mostrou também elevacdo do M,
variando entre 9,3 e 18,5 (x=13,3), sem contu-
do apresentar aumento progressivo do numero
de CCN; houve até uma regressdo das trés cama-
das observadas na 12 semana, para duas nas
semanas subseqguentes. Apods a suspensdo do tra-
tamento, o IM diminuiu, mas na 142 semana, o
valor registrado, 9,9, ainda era semelhante aos
obtidos durante o tratamento (Figura 4).
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FIGURA 2 — Indice mitotico e camadas celula-
res nucleadas da EIF do grupo | B.
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FIGURA 3 — Indice mitbtico e camadas celu-

lares nucleadas da EIF do grupo Il A.
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FIGURA 4 — Indice mitotico e camadas celula-
res nucleadas da EIF do grupo |l B.

A epiderme de camundongo, tratada com o
modelo bifasico, mostrou um aumento grada-
tivo do nimero de CCN, atingindo o méaximo
de seis na 92 semana de tratamento, e verifi-
cou-se elevacdo do IM que variava entre 7,8 e
20,5 (x=11,7); os valores mais elevados, regis-
trados na 92 e 102 semana, se devem & presenca
de micropapilomas onde as mitoses eram fre-
glentes. Apds a suspensdo do tratamento, houve
diminuicdo do IM e na 142 semana registraram-
se, ainda, trés CCN (Figura 5). A epiderme de
gerbilho, submetida ao mesmo tratamento, mos-
trou elevacdo do IM, variando entre 7,3 e 14,3
(x=11,1), mas o aumento do nimero de CCN
que foi para trés nas primeiras semanas e quatro
nas Ultimas, ndo mostrou concordancia com essa
elevacdo do IM. Apbs a suspensdo do trata-
mento, verificou-se diminuicdo do IM e do
nimero de CCN que na 142 semana eram
semelhantes aos valores registrados no controle
(Figura 6).

Em relacdo a inducdo de reacdo inflama-
téria com os diversos tratamentos, observou-se
que o grau de exsudato celular presente na
derme superficial dos gerbilhos de cada grupo
experimental, nas diversas semanas de observa-
cdo, foi a maioria das vezes menor que O regis-
trado na derme dos camundongos. O grau de
vasodilatacdo presente na derme superficial
em todos os casos foi menos intenso na pele
de gerbilho.

AlteracBes pigmentares na pele dos gerbilhos
ocorreram com ambos os modelos de carcino-
génese; caracterizaram-se por aumento inicial
da freqléncia de células epidérmicas pigmen-
tadas, ou seja, dos melano6citos e queratind-
citos associados ou ‘‘unidades epidérmicas de
melanina’®4 e, mais tarde, por aumento dos
melan6foros na derme. O animal tratado com
MC cumulativo mostrou, na 212 semana, vérios
focos de hperplasia melanocitica atipica na
juncdo dermo-epidérmica, além de intensa hiper-
pigmentacdo dérmica.
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FIGURA 5 — Indice mitotico e camadas celu-
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10 *eIM
< G-OCCN 20
8 9
g 18
2 8 16 2
b a £
w £
8 o
z 1z 2
%) =
u o ©
s H
=]
g o
g 4
B
o
2

T 3=53 & & b0 B 0 1 12 13 Ia
SEMANAS
FIGURA 6 — Indice mitbtico e camadas celula-
res nucleadas da EIF do grupo |11 B.



36

Microscopia eletronica

As caracteristicas ultra-estruturais da EIF do
dorso dos gerbilhos foram semelhantes as do
camundongo, exceto pela presenca de células
claras dentriticas (Figuras 7 e 8).

FIGURA 7 — Grupo IA. 102 semana. EIF nor-
mal de camundongo. 10.500x.

FIGURA 8 — Grupo IB.6%semana. EIF normal
de gerbilho. Célula clara (seta). 10.500x.
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Quanto as alteracOes registradas mediante a
microscopia eletrdnica, a EIF de camundongo
tratada com MC cumulativo mostrou, na 12
semana, hipertrofia celular com nucléolo proe-
minente (Figura 9). No citoplasma das células
basais e suprabasais, que exibiam eletrodensi-
dade variavel, predominava a presenca de poli-
somas, em meio dos quais havia mitocondrias em
maior nimero que nas células normais, cisternas
de reticulo endoplasmatico rugoso (RER), além
de granulos densos e feixes de tonofilamentos
nas células diferenciadas. Nas semanas subse-
guentes, foram notaveis a hipertrofia celular,
o aumento da relacdo nucleo-citoplasmatica e
a maior eletrodensidade das células basais e
suprabasais (Figura 10). Observou-se também
dilatacdo acentuada do espaco intercelular, que
continha material finamente granular e proje-
cOes papilares das células afastadas. Na 10 sema-
na, evidenciaram-se algumas ‘‘células escuras’
basais.

A EIF de gerbilho tratada com MC cumula-
tivo mostrou, na 12 semana, hpertrofia celular
dos queratindcitos basais e suprabasais (Figura
11). No citoplasma, observou-se aumento da
guantidade de polisomas e mitocondrias; as
células suprabasais diferenciadas exibiam tam-
bém feixes de tonofilamentos, granulos densos
e outros pigmentados (melanosomas). A maio-
ria dos nucleos apresentavam nucléolo proemi-
nente. Notou-se dilatacdo discreta do espaco
intercelular entre as células basais e supra-
basais, onde havia projecdes papilares das células

L

FIGURA 9 — Grupo IlA. 12 semana. EIF hiper-
plasica de camundongo. Queratinbcito basal
hipertrofiado, eletrodensidade moderada, nu-
cléolo central. 10.500x.
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FIGURA 10 — Grupo IIA. 3% semana. EIF hiper-
plasica de camundongo. Queratindcitos hipertro-
fiados, eletrodensidade moderada, relacao nu-
cleo-citoplasmética aumentada, heterocromatina
evidente. Espaco intercelular dilatado contendo
material finamente granular. 10.500x.

FIGURA 11 — Grupo 1IB. 12 semana. EIF de
gerbilho. Queratin6cito basal hipertrofiado, ele-
trodensidade moderada, heterocromatina evi-
dente. Espaco intercelular levemente dilatado,
contendo material finamente granular. 10.500x.

afastadas e material finamente granular. Nas
semanas seguintes, a EIF manteve a hipertrofia
celular; a dilatacdo do espaco intercelular,
embora discreta, ocorria entre as células basais
(Figura 12). As “‘células escuras’ caracteriza-
das pela presenca de nucleos irregulares, hetero-
cromatina bem evidente e macronucléolos, além
da eletrodensidade acentuada s6 foram obser-
vadas neste grupo no papiloma (Figura 13). O
citoplasma dessas células era rico em poli-
somas e mitocondrias.

Na EIF de camundongo, tratada com o
modelo bifasico, observou-se, na 12 semana,
hipertrofia celular. O citoplasma das células
basais era rico em polisomas € com numerosas
mitocondrias e cisternas de RER. Os nucleos
exibiam nucléolo proeminente. As células
suprabasais, também hipertrofiadas e eletro-
densas, exibiam as caracteristicas ultra-estrutu-
rais descritas acima, além de feixes de tonofila-
mentos e granulos densos. Tanto na camada
basal quanto nas suprabasais, observou-se dila-
tacdo do espaco intercelular; as células afas-
tadas exibiam projecOes papilares e se manti-
nham unidas por um ou outro desmosoma.

FIGURA 12 — Grupo |IB. 62 semana. EIF de
gerbilho. Queratinocitos hipertrofiados, eletro-
densidade moderada. Espaco intercelular dila-
tado. 10.500x.
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FIGURA 13 — Grupo |IB. 212 semana. Papilo-
ma de gerbilho. Queratinécitos basais “‘escuros’’.
Espaco intercelular largamente dilatado e pro-
jecOes papilares. 10.500x.

Dentro do espaco intercelular dilatado havia
material finamente granular, de eletrodensidade
varidvel. J& na 22 semana, as células basais e
suprabasais’ exibiram as caracteristicas tipicas
de “células escuras’’, intensamente eletrodensas,
com nucleos irregulares, heterocromatina bem
evidente e nucléolo proeminente (Figura 14). O
espaco intercelular entre elas apresentou-se larga-
mente dilatado e continha material finamente
granular, que também estava presente nas cister-
nas dilatadas de algumas ‘‘células escuras’’. Nas
semanas subsequentes, as células basais e supra-
basais mantiveram as caracterfsticas ultra-estru-
turais descritas acima (Figura 15).

A EIF de gerbilho tratada com o modelo bifa-
sico, mostrou na 12 semana hipertrofia dos
queratinécitos. O citoplasma das células basais,
rico em polisomas e mitocdndrias, exibia tam-
bém cisternas de RER. Os nlcleos apresentavam
nucléolo proeminente. Notou-se discreta dilata-
¢do do espago intercelular, que continha proje-
¢cOes papilares ‘das células afastadas. As células
suprabasais diferenciadas apresentaram as carac-
teristicas descritas referentes as células basais,
exibindo feixes de tonofilamentos. Na 22 sema-
na, os queratinécitos hipertrofiados exibiam ele-
trodensidade varidvel e a maioria mostrava
nucléolo proeminente (Figura 16). Ocasional-
mente observou-se dilatacdo do espaco inter-
celular entre as células suprabasais. Nas sema-

FIGURA 15 — Grupo IlIA. 62 semana. EIF
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nas seguintes, os queratindcitos basais e supra-
basais apresentaram as caracteristicas ultra-
estruturais ja descritas, porém ndo- foi mais
observada dilatacdo do espago intercelular

FIGURA 14 — Grupo IIIA. 22 semana. EIF
hiperplédsica de camundongo. Queratindcitos
“escuros’’. Cisterna de reticulo endoplasma-
tico dilatada (seta), contendo material fina-
mente granular, semelhante ao do espaco inter-
celular largamente dilatado. 6.600x.

hiperplasica de camundongo. Queratindcitos
basais hipertrofiados, eletrodensidade moderada.
Espaco intercelular dilatado e projecdes papi-
lares. 4.500x.
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FIGURA 16 — Grupo |1I1B. 22semana. EIF de
gerbilho. Queratindcitos hipertrofiados, eletro-
densidade moderada. 10.500x.

(Figura 17). Notaram-se, todavia, células claras,
dentriticas, cujos prolongamentos podiam ser
visualizados entre os queratindcitos.

FIGURA 17 — Grupo 111B. 10? semana. EIF de
gerbilho. Queratinocitos hipertrofiados, eletro-
densidade moderada. Célula clara (seta). 10.500x.

DISCUSSAO

O modelo de pele de camundongo tem sido
um dos mais usados, revelando-se de grande
utilidade na pesquisa da carcinogénese quimica.

No presente trabalho, os resultados referentes
& resposta da pele dessa espécie animal aos dois
modelos de carcinogénese aplicados correspon-
deram, em linhas gerais, aos dados existentes
na literatura. Verificou-se, porém, que a pele
de gerbilho responde aos mesmos tratamentos
com menor intensidade, e sob alguns aspectos de
forma paradoxal, mostrando relativa resisténcia
a inducdo qufmica de tumores de linhagem epi-
dérmica.

Da mesma forma que diversos autores®* 3¢,
observou-se a inducdo de papiloma no gerbilho
com o modelo cumulativo, verificando-se,
todavia, um perfodo de laténcia maior que o
do camundongo.

Ao contrario de outros experimentos! %, 35-37
ndo foi verificada inducdo tumoral com o mode-
lo bifdsico no gerbilho, mas ndo se pode deixar
de considerar que o periodo de observacdo foi
de trinta semanas, inferior ao citado por Van
Duuren®”. A dose e a freqiéncia de aplica-
¢do de OC também foram menores que as refe-
ridas na literatura®® 37, e sabe-se que o periodo
de laténcia e a efetividade da promocdo sdo
determinados por esses dois fatores relacionados
ao promotor? 45,

Verificou-se que a estrutura da EIF do dorso
do gerbilho é basicamente igual a do camun-
dongo?®+ %€ Entre os pardmetros de compara-
cdo estabelecidos, s6 o ndice mitdtico da EIF
do gerbilho foi em geral mais elevado, refletindo
talvez uma renovacdo celular mais rdpida, ine-
rente a essa espécie animal.

A ultra-estrutura da EIF do dorso do ger-
bilho mostrou-se semelhante & do camundon-
go3!:46.47 exceto pela presenca de células
claras dendriticas, que ndo puderam ser catego-
ricamente identificadas, ja que ndo apresenta-
vam todas as caracteristicas ultra-estruturais nem
de melandcitos, nemde células de Langerhans® 8.

De acordo com diversos autores?5+ 31 49,50
0 espessamento da pele, e portanto da epiderme
do camundongo, induzido pela aplicacdo de
cancerigeno e promotor, associados ou n3o,
ocorre inicialmente as custas de hipertrofia celu-
lar e retardamento da renovacdo celular e, mais
tarde, de proliferacdo. Na pele de gerbilho, du-
rante os dois tratamentos, observou-se o para-
doxo de estimulo permanente da proliferacdo
celular, evidenciado pela elevacdo do indice
mitdtico, sem hiperplasia progressiva da epider-
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me. Este achado diferente sugere uma acelera-
cdo da renovacao celular.

A correlacdo que existe entre a inducdo de
hiperplasia permanente e a susceptibilidade a
promocdo!” também foi “observada neste tra-
balho, porquanto no camundongo ocorreu
potenciacdo da resposta ao tratamento con-

tinuo com OC no modelo bifésico, resultando
em hiperplasia progressiva, e no gerbilho veri-
ficou-se uma adaptacdo, sendo a hiperplasia
muito discreta. Ambas as observacdes se correla-
cionam muito bem com os resultados obtidos
nas duas espécies, com o modelo bifdsico de
inducdo de tumores.

Além da auséncia de hiperplasia progressiva,
outro achado que parece importante na respos-
ta da pele do gerbilho ao modelo bifésico se
refere a dilatacdo do espaco intercelular. Na
EIF de camundongo, durante a carcinogénese
cumulativa e bifasica, foi descrita dilatacdo
do espaco intercelular a nivel ultra-estrutu-
ral?®:32.46 No gerbilho, essa dilatagdo mos-
trou-se menos evidente no modelo cumulativo,
e no modelo bifdsico ocorria apenas inicial-
mente e de forma minima, desaparecendo de-
pois, apesar da continuidade do tratamento. Tal
fendmeno também sugere uma adaptacdo da epi-
derme do gerbilho a promoc¢do com OC.

Ainda a nivel ultra-estrutural, foi descrita a
inducdo de "células escuras’’ na EIF de camun-
dongo durante a carcinogénese quimica??®, o que
também foi observado em nosso material de
camundongo. Por outro lado, no gerbilho so
foi verificada a presenca de “‘células escuras'’
caracteristicas no papiloma induzido com o
modelo cumulativo. A inducdo de ‘‘células
escuras’’, refletindo desdiferenciacdo celular,
se correlaciona com a capacidade promotora do
agente utilizado®?, e portanto parece que o OC
é relativamente incapaz de promover tumores
na pele de gerbilho.

Notou-se ainda que a regressdo das alteracdes
apos a suspensdo dos diversos tratamentos foi
sempre mais rdpida na pele de gerbilho. No
modelo bifasico, trés semanas depois da Ultima
aplicacdo de OC, a pele de camundongo ainda
apresentava discreta hiperplasia e reacdo infla-
matdéria moderada, enquanto a pele de gerbi-
Iho era semelhante a normal. No modelo cumu-
lativo, trés semanas apds a suspensdo do MC, a
pele de ambos os roedores era morfologica-
mente semelhante a normal; contudo, no ger-
bilho persistia a elevacdo do Indice mitdtico —
também registrada durante o tratamento — sem
haver hiperplasia. Como foi dito, esse fendmeno
sugere uma renovacdo celular acelerada que,
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nesse caso, parece persistir apds a suspensdo do
tratamento.

Observou-se também durante os diversos tra-
tamentos na pele de gerbilho uma reacdo infla-
matdria menos intensa que a registrada na
pele de camundongo, o que sugere a interfe-
réncia de algum fator antiinflamatério endo-
geno.

Handler e colaboradores®* referiram que no
gerbilho as glandulas adrenais sdo grandes, em
comparacdo as de outros roedores de tamanho
corporal maior, fato que também foi notado
ao serem realizadas as primeiras necropsias.
A propor¢do peso glandular/peso corporal
revelou-se maior no gerbilho: o peso das glan-
dulas adrenais do gerbilho (~0,06g) é o triplo
das do camundongo (~ 0,02g) e 0 peso corpo-
ral do gerbilho (~60g) é o dobro do camun-
dongo (~30g).

Essa observacdo € similar a de Slaga e cola-
boradores”’, em relacdo a camundongos de
linhagem CB7BL/6, que apresentam glan-
dulas adrenais maiores gue as dos camun-
dongos SENCAR. Os camundongos C57BL/6,
do mesmo modo que o gerbilho, respondem
bem a carcinogénese cumulativa e ndo a bifa-
sica. Os autores também citaram que a adre-
nalectomia aumenta a promocdo por OC, o que
sugere a modulacdo da promocdo por glucocorti-
coides endogenos. Os esterdides antiinflama-
torios — cortisol, dexametasona, acetonida fluo-
cionolona — inibem por completo a promocdo
com ésteres de forbol em pele de camundongo,
ao frustrar a inducdo de proliferacdo celular,
enquanto que a dexametasona s6 reduz parcial-
mente o efeito do MC como cancerigeno com-
plet02'7'8' 10,26

Entretanto, deve-se levar em conta que no
gerbilho o ‘'stress’’ agudo, provocado pela
exposicdo a um novo meio ambiente ou a
vapor de éter, aumenta de forma significativa
a concentracdo de glucocorticoides, quase
quadruplicando os niveis plasmaticos normais® !,
uma vez que em nosso trabalho os animais foram
sempre tratados sob anestesia com éter etilico.

Os achados referentes ao tamanho das glan-
dulas adrenais, junto a baixa intensidade da rea-
¢cdo inflamatéria durante os diversos tratamen-
tos na pele de gerbilho, associados as observa-
cOes extraidas da literatura, sugerem uma rela-
cdo entre esses aspectos e a relativa resisténcia
do gerbilho a carcinogénese quimica cutanea.

Contudo, ndo podemos estabelecer categori-
camente essa relacdo baseados em resultados
exclusivamente morfoldgicos. Outros estudos
deverdo ser realizados para esclarecer a reacdo
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da pele do gerbilho a inducdo quimica de tumo-
res, particularmente em relacdo a promocio
tumoral, procurando-se verificar a existéncia
de uma dose e uma frequéncia de aplicacdo
do promotor mais eficientes nessa espécie
animal.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem
que a relativa resisténcia da epiderme do ger-
bilho a carcinogénese quimica poderia estar
relacionada aos seguintes fendmenos isolados ou
a interacdo deles:

— adaptacdo a promocdo com OC em si;

— interferéncia de hormonio esterdide anti-
inflamatério enddgeno;

— manutencdo do equilibrio entre prolifera-
cdo celular e maturacdo, através de acele-
racdo da renovacdo celular.

Entre os achados deste trabalho devem ainda
ser mencionadas as alteracGes pigmentares indu-
zidas pelo tratamento com os modelos cumula-
tivos e bifdsico na pele de gerbilho. Assim como
outros pesquisadores®5- 3652  observou-se um
maior nimero de células pigmentadas, tanto de
“unidades epidérmicas de melanina’’ quanto de
melandforos na derme perifolicular, o que sugere
inicialmente um estimulo da sintese de melani-
na; j& com o tratamento prolongado com MC
cumulativo, observaram-se, além da hiperpig-
mentacdo dérmica progressiva, varios focos de
hiperplasia melanocitica atipica na juncdo der-
mo-epidérmica.

SUMMARY

The reaction of the gerbil’s skin to the chemical
induction of tumors was studied, comparing the early
morphologic alterations ocurring in the gerbil to the
ones we have also studied in the mouse. Two models of
carcinogenesis were used: the cumulative with methyl-
cholanthrene and the biphasic using methylcolanthrene
as initiator, followed by croton oil as promoter. The
gross findings, such as thickening of the skin and hype-
remia induced by the various experiments above, were
less evident in the gerbils. The microscopic findings of
hyperplasia and inflammatory reaction, were also less
intense in the gerbil’s skin. The cellular proliferation was
simulated, as shown by increased mitotic rate, without
any recognizable progressive hyperplasia of the epidermis.
With the cumulative mode/ electron microscopy displayed
a less evident dilatation of intercellular space in the
interfollicular epidermis of gerbils than that observed
in mice, and the induction of “dark cells” was not
registered in gerbils, up to the 10th week of treatment.
Gerbils did not show any “dark cell”” with the biphasic
model, and the initial minimal dilatation of the inter-
cellular space disappeared despite the continuing treat-
ment. It has been demonstrated that the skin of the
gerbil is more resistant to chemical carcinogenesis than

that of the mouse. Gerbils did not develop any papilloma
up to the 30th week of treatment with the biphasic
model, while mice developed such tumors after a seven-
week latency period. With the cumulative model, both
gerbil and mouse each developed one papilloma, but
the latter did so after ten weeks of trea tment, while the
former took fifteen weeks. The results suggest that the
relative resistence of the gerbil’s skin to chemical carci-
nogenesis in based upon and adaptation to the promotion
process, specially with the croton oil.

Uniterms: chemical skin carcinogenesis, cumulative model,
biphasic model, gerbil.
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