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Resumo — O comportamento do gerbil (Meriones unguiculatus) como modelo em oncologia experimental
é estudado. Aplicacdes topicas de 3-metilcolantreno (MC), sobre a pele do dorso, induziram papilomas, carci-
nomas epidermoides, carcinomas basocelulares e lesoes hiperpigmentadas semelhantes ao nevus azul. Ao con-
trario, somente lesdes pigmentadas foram observadas nos animais tratados com MC (iniciacdo) associado ao
6leo de croton (promocéo). Além disso, fibrossarcomas e um linfoma foram induzidos com injecdes subcuta-

neas de MC.

Introducao

A utilizacdo de modelos experimentais de inducédo
quimica de neoplasias tem proporcionado progressos no
conhecimento dos mecanismos bdsicos relacionados a
carcinogénese, permitindo observar que o processo en-
volve miiltiplas etapas. Dois modelos cldssicos, denomi-
nados cumulativo e bifdsico, foram desenvolvidos em
pele de camundongo. No primeiro hd aplicacdo tépica,
repetida, do carcinégeno, em doses subcarcinogénicas,
enquanto que, no segundo, apés uma tinica dose subcar-
cinogénica do cancerigeno (etapa de iniciac¢do) hd apli-
cacdes repetidas de uma substancia nio carcinogénica,
dita promotora tumoral (etapa de promo¢io). A inicia-
¢do tem sido considerada como uma etapa irreversivel
da carcinogénese, que envolve alteracido do DNA, por li-
gacao do carcinégeno a esta molécula. A promocio é,
até certo ponto, reversivel e compreende o periodo de
desenvolvimento total da neoplasia, desde a primeira
alteragio celular decorrente da iniciacdo (2, 4, 5, 13, 29,
31, 35, 36, 37, 49, 44).
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A preocupacio com a validade dos conhecimentos
gerais, adquiridos através de modelos experimentais,
desenvolvidos em pele de camundongo, motivou uma
série de pesquisas, utilizando diferentes linhagens in-
bred de camundongos e outras espécies animais, como
hamster, rato, cobaio e coelho. Os trabalhos demonstra-
ram que existem variacdes na resposta a carcinogénese
quimica cutinea, embora os mecanismos parecam ser
universais. Ainda pouco se sabe sobre 0s determinantes
destas diferencas que parecem ser geneticamente de-
terminadas, podendo envolver varios fatores. Estes tan-
to podem depender do tecido alvo, quanto estar relacio-
nados a variacdes na ativaciao metabdélica do carcinége-
no, a diferencas na capacidade de reparo do DNA dani-
ficado ou, ainda, a etapa de promocéo (1, 4, 17, 18, 26,
29, 32, 38, 39). Além disto, variagoes quanto aos tipos
de neoplasias quimicamente induzidas podem ocorrer.
Enquanto em camundongos (Mus musculus) a aplicacio
topica de carcinégeno, associado ou ndo a um promotor
tumoral, induz tumores cutianeos do tipo papiloma e
carcinoma epidermoide (37, 42), em outras espécies de
roedores é descrita a inducéo de varias neoplasias cuta-
neas, incluindo queratoacantoma, tricoepitelioma (12,
42), carcinoma basocelular (37, 42) e melanoma (6, 12,
23, 37).

O gerbil (Meriones unguiculatus) é um pequeno roe-
dor origindrio das regides desérticas da China e da Mon-
goblia que vem sendo utilizado nas dltimas décadas, co-
mo animal de laboratério por ser décil, reproduzir-se
bem em cativeiro e se mostrar sensivel a diversas doen-
cas infecto-parasitdarias importantes na Medicina (16,
20, 30). Apresenta, ainda, uma baixa incidéncia de neo-
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plasias espontaneas até os 2 anos de idade (15, 22) e, em
idade mais avancada uma incidéncia compardvel a do
camundongo sui¢o e hamster sirio (3, 27, 28, 33, 41). No
entanto, as referéncias, na literatura, utilizando este
animal em estudos de carcinogénese quimica sio escas-
sas e contraditoérias (14, 16, 21, 24, 25, 43).

O objetivo deste trabalho é analisar o comporta-
mento do gerbil (Meriones unguiculatus) como modelo
em oncologia experimental, observando a resposta des-
te animal & carcinogénese quimica cutinea e subcuti-
nea.

Material e Método

Animais: 36 gerbils, fémeas, 10 semanas de idade, fo-
ram divididos em 6 grupos. Metade dos animais foi tra-
tada sob anestesia com éter (subgrupos A), enquanto a
outra metade foi sedada com diazepam (IVB-CEME), 5
mg/Kg pe. por via intraperitoenal (ip) (subgrupos B).

Indu¢@o quimica de neoplasias cutineas: Os animais
tiveram o dorso previamente depilado com creme depi-
lador (Superflul’Oreal) e foram tratados como se se-

gue:

— Modelo cumulativo (grupos IA e IB): Foi aplicado, to-
picamente, 0,2 ml de 3-metilcolantreno (MC) (Sigma
Chemical Co) a 0,1% em acetona, 2 vezes por semana,
durante 30 semanas.

— Modelo bifssico (grupos IIA e IIB): Aplicou-se, topi-
camente, uma Unica dose de 0,2 ml de MC a 0,1% em
acetona, seguida da aplicacio tépica de 0,2 ml de 6leo de
créton (OC) (Sigma Chemical Co) a 0,5% em acetona, 2
vezes por semana, durante 30 semanas.

Inducéo quimica de neoplasias subcutineas (grupos
IIIA e ITIB). Foi inoculado, no subcutaneo dorsal, 0,2 ml
de MC a 0,1% em 6leo mineral (Nujol-Johnson), 2 vezes
por semana, durante 15 semanas.

Os animais foram sacrificados por inalacio prolon-
gada de éter, em periodos determinados pela evolucéo

das neoplasias quimicamente induzidas e/ou ao final do
experimento. Durante ‘a necropsia completa, fragmen-
tos de diversos tecidos foram coletados em formol a
10% para estudo histopatolégico e fragmentos dos tu-
mores foram também fixados em glutaraldeido para
andlise da ultra-estrutura.

Resultados

Os resultados se encontram sumarizados nas tabe-
las 1e 2.

Nos animais tratados com o modelo cumulativo
(grupo IA e IB) observou-se, inicialmente, alopecia e es-
pessamento da pele com formacéo de crostas e maculas
hiperpigmentadas. Apés a 142 semana, todos os ani-
mais apresentavam papilomas multiplos que progredi-
ram formando, apés a 262 semana, grandes massas no-
dulares confluentes e ulceradas. Com o modelo bifisico
(grupos IIA e IIB) verificou-se mdculas hiperpigmenta-
das e, na 242 semana, a ocorréncia de um papiloma soli-
tario em um animal, que regrediu apés a 252 semana.

Os animais tratados com MC por via subcutinea
(grupos IITA e ITIB) mostraram, inicialmente, espessa-
mento difuso e consistente do subcutineo dorsal, que se
acompanhava freqiientemente de hipertrofia dos linfo-
nodos axilares e braquiais. Apés a 522 semana
verificou-se, em todos 0s animais, a ocorréncia de nédu-
los subcutaneos consistentes, em geral solitarios. Com
a evolugédo dos tumores havia ulceracio da pele supraja-
cente. Ao corte, as massas neopldsicas mostravam-se
de coloragdo esbranqui¢cada, notando-se infiltracio da
musculatura esquelética subjacente. Em um dos ani-
mais do grupo IIIB, além dos tumores subcutineos,
observou-se grande massa cervical envolvendo as glan-
dulas salivares e se extendéndo até o mediastino. A
massa tumoral era de coloragio esbranquicada e consis-
téncia friavel; multiplos nédulos de aspecto semelhante
e didmetro varidvel, até 0,2 ecm, se encontravam disse-
minados pelo parénquima pulmonar e hepatico, haven-
do, ainda, comprometimento do baco.

Tabela 1. Incidéncia e laténcia de papilomas e carcinomas epidermoides quimicamente induzidos.

N? de Incidéncia Laténcia (semanas)

Grupo Animais Papilomas Carcinomas Papilomas Carcinomas
IA 6 5/5* 5/5 14 28
IB 6 3/3 171 16 26
ITA 6 1/5 0/5 24 —
IIB 6 0/3 0/1 — —

I Modelo cumulativo

IT Modelo bifasico

A Tratamento sob anestesia com éter

B Tratamento sob sedagio com diazepam

* Relagdo n® animais com neoplasia/n? animais vivos
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Tabela 2. Incidéncia e laténia de fibrossarcomas quimicamente induzidos.

Grupo N? Animais
A 6
B 6

Incidéncia Laténcia (semanas)
4/4* 52
5/6 52

A Tratamento sob anestesia com éter

B Tratamento sob seda¢do com diazepam

* Relagdo n® animais com neoplasia/n?® animais vivos

Todos os animais sedados com diazepam (subgru-
pos B) apresentavam peritonite com miiltiplas aderén-
cias viscerais.

Histopatologia: Em todos os animais tratados com o
modelo cumulativo houve o desenvolvimento, na pele do
dorso, de carcinoma epidermoide bem diferenciado e in-
filtrativo, constituido por ninhos ou corddes de células
de nicleo arredondado e vesiculoso, com nucléolo evi-
dente, e citoplasma amplo; havia, ora a formacéo de pé-
rolas cérneas, ora queratinizagdo de pequenos grupa-
mentos celulares (Fig. 1). Em dois casos houve metésta-
se e linfonodos regionais (Fig. 2). Em dois animais
observou-se, eoncomitantemente, a ocorréncia de neo-
plasia com caracteristicas de carcinoma basocelular,
formado por células basaloides, de niicleo oval e escasso
citoplasma, agrupadas em pequenos ninhos e corddes
que se anastomosavam (Fig. 3). Areas de hiperpigmen-
tacdo epidérmica e dérmica foram freqiientemente evi-
denciadas. Esta era constituida por grandes ninhos de
células intensamente pigmentadas localizadas na der-
me superficial e o padrao morfolégico era comparavel
ao do nevus azul do homem (Fig. 4).

A pele dos animais tratados com o modelo bifdsico
néao apresentou outras alteracoes além das éreas de hi-
perpigmentacio dérmica, tipo nevus azul, e epidérmica.

A inoculagéio subcutinea de MC determinou o apa-
recimento, em todos os animais, de neoplasia mesengui-
mal com caracteristicas de fibrossarcoma anaplasico.
As células tumorais exibiam acentuado polimorfismo,
inclusive com a presenca de células bizarras e células
multinucleadas. Gigantismo nuclear e nucleolar, croma-
tina disposta em grumos grosseiros e figuras de mitose,
freqlientemente andmalas, eram observados (Fig. 5).
Havia dreas mais diferenciadas, constituidas por célu-
las fusiformes dispostas em feixes paralelos, e outras de
tecido mixomatoso. Os tumores eram bem vasculariza-
dos, notando-se dreas de necrose e hemorragia, por ve-
zes infiltradas por polimorfonucleares (PMN). Freqiien-
temente havia invasio dos tecidos adjacentes, adiposo e
muscular, bem como restos de 6leo na periferia do tu-
mor e no tecido subcutdneo, com reacio macrofigica e
gigantocitaria. Em alguns casos, notava-se hialinizacéo

do conjuntivo no seio do tumor, acompanhada de meta
plasia cartilaginosa com mineralizacdo da mesma. Os
linfonodos superficiais mostravam drenagem do 6lec
mineral e hiperplasia linfoide.

Fig. 1 - Carcinoma eprdermoide. Grupo FA. 89* sema
na. Corddes de células tumorais anapldsicas, fregiiente
figuras de maitosa (seta), queratinizacdo de pequeno
grupos celulares (seta duplas). HE. 500 X.

Fig. 2 - Carcinoma epidermoide. Grupo IA. 39° sema
na. Linfonodo exibindo metdstase. HE. 100 X.
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Fig. 3 - Carcinoma basocelular. Grupo IA. 35 semana.
Ninhos de células basaléides neopldsicas na derme su-
perficial. HE. 125X.

& 0 A - 4 I J
Fig. 5 - Fibrossarcoma. Grupo ITIA. 56° semana. Célu-
las tumorais anapldsicas dispostas anarquicamente,
acentuado pleomorfismo, células multinucleadas. HE.
500 X.

Tl

Fig. 4 - Nevo azul. Grupo IA. 35% semana. Exuberante
acumulo de células intensamente pigmentadas na der-
me. HE. 50 X.

58

Fig. 6 - Linfossarcoma. Grupo IIIB. 62° semana. Linfo-
nodo submandibular com infiltracdo difusa do pareén-
quima, da cdpsula e de estruturas vizinhas por células
linforvdes diferenciadas HE. 100 X.

A massa tumoral cervical apresentava caracteristi-
cas de linfossarcoma, sendo constituida por células lin-
foides bem diferenciadas dispostas difusamente, substi-
tuindo o parénquima dos linfonodos submandibulares;
havia infiltracédo da cdpsula ganglionar e dos tecidos cir-
cunvizinhos (Fig. 6). Necrose multifocal com picnose,
cariorrexia e infiltra¢io por PMN eram evidenciados no
seio do tumor. Linfonodos cervicais, bem como medias-
tinicos, axilares, braquiais e pancreaticos, estavam en-
volvidos no processo. Células linfoides neoplasicas, for-
mando nédulos, eram observadas nos parénquimas pul-
monar, hepético e esplénico.

Ultra-estrutura: O carcinoma epidermoide era consti-
tuido por células de nicleo irregular com heterocroma-
tina em grupos grosseiros e nucléolo hipertrofiado. O ci-
toplasma era rico em feixes de tonofilamentos e ribosso-
mas livres. As células eram unidas por estruturas jun-
cionais tipo desmossomas, notando-se alargamento dos

espacos intercelulares que continham projecées cito-
plasmadticas (Fig. 7).

O fibrossarcoma era formado por células de nicleo
irregular com predominio de eucromatina e nucléolo
proeminente. O citoplasma apresenta RER bem desen-
volvido com cisternas dilatadas contendo material fina-
mente granular, mitocondrias e grande quantidade de
ribossomas livres e polissomas. Escassas fibras coldge-
nas em intima’ associacdo com as células neoplasicas,
eram observadas no intersticio (Fig. 8). .

O linfossarcoma era composto por células linfocitoi-
des bem diferenciadas, com nicleo arredondado, discre-
tamente irregular e cromatina condensada, nio
evidenciando-se nucléolo. O citoplasma era escasso,
mas rico em ribossomas livres. As células apresenta-
vam processos citoplasmaticos pouco desenvolvidos,
nio tendo sido visualizadas estruturas juncionais tipo
desmossomas (Fig. 9).
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Fig. 7 - Carcinoma epidermoide. Grupo IA. 42° sema-
na. Células neopldsicas mostrando nicleo com hetero-
cromatina em grumos grosseiros, macronucléolos, cito-
plasma com abundantes ribossomos livres e feixes de to-
nofilamentos (t); espago intercelular dilatado contendo
projegoes citoplasmdticas, estruturas juncionais des-
mossomas (setas). 3.900 X.

Fig. 8- Fibrossarcoma. Grupo IIIB. 5,¢ semana. Célula
tumoral de micleo 1rregular, com predominio de eucro-
matina, citoplasma rico em polissomas; fibras coldge-
nas em intima associacdo (¢). 9.100 X.

Discussio

Os resultados demonstraram que a pele do gerbil
responde ao MC, quando aplicado através do modelo cu-
mulativo, havendo indu¢io de papiloma, como é descri-
to (14), com progressdo a carcinoma epidermoide, se-
melhantemente ao observado por diversos autores (16,
21, 24). A ocorréncia de carcinoma basocelular ainda
nao havia sido descrita em gerbil, mas ja foi registrada
na pele de murideo, Mastomys natalensis, tratado topi-
camente com dimetil-benzantraceno (DMBA) associado
ou niao ao 12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
(42).

Melanomas e lesdes hiperpigmentadas, quimica-
mente induzidas, tanto com o modelo cumulativo, quan-
to com o bifasico, sdo descritos no hamster (12) e no co-
baio (6, 23). No gerbil, embora melanomas induzidos
quimicamente sejam raramente observados, lesdes de
hiperpigmentacéo dérmica, semelhantes ao nevus azul,
como as registradas neste trabalho, sdo freqiientes nos
animais tratados s6 com DMBA ou em combina¢do com
0C, ou mesmo somente com OC (21, 24, 25).

A ocorréncia de papiloma e carcinoma epidermoide
na pele de berbils tratados com DMBA associado ao OC
é descrita na literatura (21, 24, 25). No entanto, neste
experimento, bem como em anterior (14), o gerbil se
mostrou refratario ao modelo bifdsico de carcinogénese
quimica, com MC e OC como promotor.,

A ativacdo metabdlica dos hidrocarbonetos aromé-
ticos policiclicos (HAP) carcinogénicos e sua fixacdo a
molécula de DNA sdo imprescindiveis na etapa de ini-
ciacdo, que é, provavelmente, similar nos dois modelos
de carcinogénese. Portanto, estes parecem diferir, basi-
camente, nos mecanismos envolvidos na promo¢do tu-
moral (35). Estudos recentes tém demonstrado que, em

camundongos que diferem na resposta a carcinogénese
com HAP, nio parece haver diferencas significativas,
quer entre os principais metabélitos de DMBA e benzo-
pireno (7, 26), quer na fixacdo destes & molécula de
DNA (35). Sendo assim, a varia¢io na resposta do gerbil
aos dois modelos pode estar relacionada a etapa de pro-
mocio. Sendo esta inicialmente reversivel, fatores ex6-
genos podem modifica-la (4). Inimeros agentes, incluin-
do grucocorticoides anti-inflamatérios, capazes de ini-
bir a resposta ao modelo bifésico tém sido descritos (19,
34, 35, 36, 43). Os glucocorticoides, cortisol e outros,
sdo potentes inibidores, na epiderme, da divisao celular
e da hiperplasia (4, 34, 35, 36, 43).

O gerbil apresenta glandulas adrenais muito desen-
volvidas quando comparadas ao peso corporal total (14,
16), caracteristica essa também de camundongos
CH7BL/6 que sio resistentes & promogéo tumoral com
TPA (35). Os niveis de glucocorticoides se elevam acen-
tuadamente em gerbils submetidos a situagdes de es-
tresse, como a exposi¢do a vapor de éter (8 - 11). No en-
tanto, a substituicio do tratamento anestésico com éter
pela sedacdo com diazepam néo determinou alteragio da
resposta do gerbil & promog¢éo com OC, nem modificou a
resposta ao modelo cumulativo ou & carcinogénese sub-
cutianea. Contudo, no que concerne a situagdes de es-
tresse, nio se pode desprezar a induzida pela manipula-
cdo dos animais para administragdo intraperitoneal do
diazepam, além da provocada pela peritonite, determi-
nada provavelmente por esta droga, e que foi responsa-
vel pela grande mortalidade verificada, principalmente,
nos subgrupos tratados durante 30 semanas.

Em termos de atividade promotora de uma subs-
tancia, existe uma relacido dose-resposta, assim como
uma freqgiiéncia 6tima de aplicacdo. Se a dose ou a fre-
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Fig. 9 - Linfossarcoma. Grupo IIIB. 622 semana. Célu-
las neopldsicas de nicleo discretamente irregular e cro-
matina condensada, citoplasma escasso e rico em ribos-
somas livres, processos citoplasmdticos pouco desenvol-
vidos, auséncia de estruturas juncionais tipo desmosso-
mas. 5.720 X.

quéncia é reduzida, a eficiéncia do agente promotor é di-
minuida ou, inclusive, perdida (4, 35, 39, 40, 42). A indu-
¢do de neoplasias com o modelo bifdsico, em gerbil, des-
crita na literatura, foi obtida com a aplicacio de 1 ml de
OC a 1%, 3 vezes por semana (24, 25), portanto corres-
ponde a 10 (dez) vezes a dose utilizada neste experimen-
to, numa frequéncia maior.

Outro fator a ser considerado é a variacio na sensi-
bilidade das diferentes espécies as muitas substancias
promotoras tumorais (32), de tal forma que, enquanto
algumas linhagens inbred de camundongos se mostram
resistentes a0 TPA e sensiveis ao peréxido de benzoila,
o inverso ocorre com outras linhagens (26, 37).

A indugéo de fibrossarcoma e linfoma por aplicacio
intramuscular de DMBA, no gerbil, é descrita na litera-
tura (16). Os resultados obtidos indicam que esta espé-
cie é sensivel também ao MC, quando aplicado por via
subcutinea, desenvolvendo, em 100% dos casos, fibros-

sarcoma anaplatico. O tinico caso de linfoma, apesar da

amostragem reduzida, que requer ampliacio do estudo,
parece ter sido quimicamente induzido, uma vez que
neoplasias linfoides espontaneas sio extremamente ra-
ras em qualquer espécie de Gerbillinae (3,15, 22, 27, 28,
33, 41).

O gerbil (Meriones unguiculatus) parece ser um ani-
mal de laboratério util na pesquisa de cancer, devendo-
se ampliar as observagoes existentes e desenvolver no-
vas pesquisas visando esclarecer, principalmente, os
mecanismos envolvidos na promocio tumoral. Isto,
utilizando-se ndo somente outras substancias promoto-
ras, determinando a dose e a frequéncia de aplicacdo
6timas das mesmas, mas também empregando outros
modelos de carcinogénese quimica cutinea que repro-
duzam melhor as multiplas etapas envolvidas no proces-
s0.

Summary

The possible use of the Mongolian gerbil (Meriones
unguiculatus) as an experimental animal for oncologic
studies was investigated. Topical applications of 3-
methycholanthrene (MC) on the dorsal trunk skin indu-
ced papillomas, squamous cell carcinomas, basal-cell
carcinomas and blue-nevus like lesions. In contrast, only
pigmentary changes were observed in those gerbils trea-
ted with MC (initiation) in associations with croton o1l
(promotion). Moreover, fibrosarcomas and one lympho-
ma could also be induced following subcutaneous injec-
tions of MC.
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A Lei Federal n? 7488 de 11.06.86 instituiu o Dia 29 de Agosto como o DIA NACIONAL DE COMBATE
AO FUMO. Conclamamos os médicos e demais profissionais de saide a participarem ativamente da luta
contra o tabagismo, para que possamos atingir plenamente a meta: “Satde para todos no ano 2000”.
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