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C a p t a n  ( N - t r i c h l o r o m e t h y l  t h i o - l , c y c l o h e x e n e - l , 2 -  
d i c a r b o x i m i d e )  i s  a b r o a d  s p e c t r u m ,  n o n p e r s i s t a n t  
f u n g i c i d e  w i d e l y  u s e d  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  v a r i o u s  f u n g a l  
d i s e a s e s  o f  s e e d s ,  g r a i n s ,  p l a n t s  a n d  f r u i t s .  I t  i s  
a l s o  u s e d  a s  a n  i n d u s t r i a l  f u n g i c i d e  i n  p a i n t s ,  
p l a s t i c s ,  l e a t h e r ,  s o a p s  a n d  s h a m p o o s  ( N C I , 1 9 7 7 ) .  The  
s t r u c t u r e  o f  c a p t a n  ( F i g . l )  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h a t  
o f  t h a l i d o m i d e  ( D a l v i  a n d  A s h l e y , 1 9 7 9 ) ,  a p o t e n t  
t e r a t o g e n  i n  h u m a n s ,  b u t  t h e r e  a r e  c o n f l i c t i n g  r e p o r t s  
a b o u t  i t s  t e r a t o g e n i c  a c t i v i t y  i n  e x p e r i m e n t a l  
a n i n m a l s .  R o b e n s  ( 1 9 7 0 )  h a s  s h o w n  t h a t  c a p t a n  t r a t m e n t  
a t  h i g h  d o s e  l e v e l s  o n  d a y  e i g h t  o f  g e s t a t i o n  r e s u l t e d  
i n  f u s e d ,  i r r e g u l a r  v e r t e b r a e ,  a m e l i a  o f  r i g h t  r a e r  l e g  
i n  g o l d e n  h a m s t e r s .  A c u t e  t o x i c i t y  o f  c a p t a n  i s  
r e p o r t e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  low when  g i v e n  o r a l l y ,  
h o w e v e r ,  i t  i s  200 t i m e s  a s  t o x i c  i f  a d m i n i s t e r d  
i n t r a p e r i t o n e a l l y  ( P e e p l e s  a n d  D a l v i ,  1 9 7 8 )  At  t h e  
m o l e c u l a r  l e v e l ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t o  u n c o u p l e  
o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  t h u s  i n h i b i t i n g  c e l l u l a r  
r e s p i r a t i o n  ( N e l s o n ,  1 9 7 1 )  . A b s o r b e d  c a p t a n ,  g i v e n  
e i t h e r  o r a l l y  o r  i . p . ,  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  v e r y  t o x i c  
t o  l i v e r  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f  l i v e r  
m i e r o s o m a l  e n z y m e s  a n d  t h e  i n c i d e n c e  o f  a s c i t e s  
( N e l s o n ,  1 9 7 1 , T r u h a n t  e t  a l  1 9 7 4 )  G l u t a t h i o n e  h a s  
b e e n  f o u n d  t o  r e d u c e  t h e  c a p t a n  i n d u c e d  i n  v i v o  l i v e r  
t o x i c i t y  i n  t h e  r a t  ( D a l v i ,  1 9 8 8 )  T h e r e  a r e  s p o r a d i c  
r e p o r t s  on  t h e  c a r c i n o g e n i c  a c t i v i t y  o f  c a p t a n .  C h r o n i c  
f e e d i n g  s t u d i e s  o f  e a p t a n  i n  m i c e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  a n  
i n d u c t i o n  o f  d u o d n a l  h y p e r p l a s i a  a n d  t u m o r  f o r m a t i o n  
( S t a u f f e r  C h e m i c a l  C o m p a n y ,  1 9 8 5 )  C a p t a n  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  b e  m u t a g e n i c  a n d  t o  i n d u c e  o t h e r  m u t a g e n i c  
e f f e c t s  i n  p r o k a r y o t e s  ( S h i r a s u  e t  a l ,  1 9 7 6 )  , l o w e r  
e u k a r y o t e s  ( W a t e r s  e t  a l ,  1 9 8 0 )  a n d  m a m m a l i a n  c e l l s  
( J i n g y i e  a n d  B a o y e n g ,  1 9 8 7 )  
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F i g  1. S t r u c t u r e  o f  N - t r i c h l o r o m e t h y l  
1 , 2  d i c a r b o x i m i d e  ( C a p t a n )  

t h i o c y c l o h e x e n e  

I n  t h e  l i t r a t u r e  s e a r c h  r e g a r d i n g  c h e m i s t r y  o f  c a p t a n  
i n  s k i n  n o t  much  i n f o r m a t i o n  i s  a v i l a b l e ,  h o w e v e r  i t s  
d e g r a d a t i o n  i n  g u t  a p p e a r s  t o  p l a y  a m a j o r  r o l e  i n  t h e  
m e t a b o l i s m .  The  t o x i c  m e t a b o l i t e  t h i o p h o s g e n e  i s  
p r o d u c e d  f r o m  t h e  t r i c h l o r o m e t h y l t h i o  m o i e t y  o f  t h e  
m o l e c u l e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c e l l u l a r  t h i o l  c o m p o u n d s .  
I t  i s  f u r t h e r  m e t a b o l i z e d  t o  t h i a z o l i d i n e  - 2 -  t h i o n e  - 
4 -  c a r b o x y l i e  a c i d ,  w h i c h  i s s  e x c r e t e d  i n  t h e  u r i n e  o f  
o r a l l y  d o s e d  r a t s ;  c a r b o n  d i o x i d e  i s  a l s o  a p r o d u c t  o f  
t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h i o p h o s g e n e  w i t h  t h e  i n t e r m e d i a t e  
f o r m a t i o n  o f  c a r b o n y l  s u l p h i d e  T h i o p h o s g e n e  i s  a l s o  
d e t o x i f i e d  b y  s u l p h i t e s  p r e s e n t  i n  t h e  g u t  a n d  i s  
e x c r e t e d  i n  t h e  u r i n e  o f  o r a l l y  d o s e d  r a t s  t o  y i e l d  
d i t h i o  b i s ( m e t h a n e s u l p h o n i c  a c i d )  a n d  i t s  d i s u l p h i d e  
m o n o o x i d e  d e r i v a t i v e  ( D e B a u n  e t  a l ,  1 9 7 4 ) .  

The  w i d e  u s e  o f  t h i s  f u n g i c i d e  a n d  i n s u f f i c i e n t  d a t a  
a v a i l a b l e  on  i t s  c a r e i n o g e n i c / c o c a r c i n o g e n i c  p o t e n t i a l  
a f t e r  t o p i c a l  e x p o s u r e  h a s  g u i d e d  u s  t o  c a r r y  o u t  t h e  
p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n .  The  a i m  o f  t h i s  s t u d y  i s  t o  
f i n d  o u t  w h e t h e r  e a p t a n  c a n  i n d u c e  t u m o r s  on  m o u s e  s k i n  
a f t e r  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  i n  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n i c ,  
t u m o r  p r o m o t i n g  a n d  t u m o r  i n i t i a t i n g  s t u d i e s  u s i n g  2 
s t a g e  s k i n  c a r c i n o g e n e s i s  p r o t o c o l  ( B e r e n b l u m ,  1 9 7 5 ;  
M e h r o t r a  e t  a l ,  1 9 8 7 ;  S h u k l a  e t  a l ,  1 9 8 8 ) .  

MATERIALS AND HETHODS 

C h e m i c a l s -  C a p t a n  ( c o m m e r c i a l  g r a d e )  was  o b t a i n e d  f r o m  
C o r o m a n d a l  I n d a g  P r o d u c t s  ( P )  L t d . ,  M a d r a s ,  I n d i a .  7 , 1 2  
d i m e t h y l  b e n z a n t h a c e n e  (DMBA), 3 , 4  b e n z o ( a ) p y r e n e  ( B a P )  
a n d  1 2 -  o - t e t r a d e c a n o y l  p h o b o l -  13 - a c e t a t e  (TPA)  
w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  S t . L o u i s ,  USA. 
The  r e s t  o f  t h e  c h e m i c a l s  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e  a n d  
p r o c u r e d  l o c a l l y .  
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B i o a s s a y  p r o t o c o l -  F e m a l e ,  S w i s s  a l b i n o  m i c e  ( w e i g h i n g  
1 2 - 1 5  g )  w e r e  s e l e c t e d  f o r  t h e s e  s t u d i e s  w h i c h  i n c l u d e d  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  c a r c i n o g e n i c ,  t u m o r  p r o m o t i n g  a n d  
t u m o r  i n i t i a t i n g  a c t i v i t y  o f  c a p t a n .  The  a n i m a l s  w e r e  
k e p t  on  s y n t h e t i c  p e l l e t  d i e t  a n d  w a t e r  a d  l i b i t u m .  
H a i r  was  c l i p p e d  f r o m  a 2cm 2 a r e a  o n  t h e  i n t e r s c a p u l a r  
s k i n  o f  e a c h  m o u s e  u s i n g  e l e c t r i c a l  c l i p p e r s  w h i c h  w e r e  
n o t  l u b r i c a t e d  w i t h  a n t  o i l  o r  g r e a s e .  The  m i c e  w i t h  
h a i r  c y c l e  i n  t h e  r e s t i n g  p h a s e  ( t e l o g e n )  p h a s e  o f  
g r o w t h  w e r e  s e l e c t e d  a n d  r a n d o m l y  d i v i d e d  i n t o  g r o u p s  
o f  20 a n i m a l s  e a c h .  The  t e s t  s u b s t a n c e  was  
a d m i n i s t e r e d  t o p i c a l l y  on  t h e  s h a v e d  a r e a s  u s i n g  t h e  
f o l l o w i n g  p r o t o c o l s  f o r  t h e  t e s t i n g  o f  c o m p l e t e  
c a r c i n o g e n i c ,  t u m o r  i n i t i a t i n g  a n d  t u m o r  p r o m o t i n g  
p o t e n t i a l  o f  c a p t a n .  

1. Tumor  i n i t i a t i n g  a c t i v i t y :  :To  a s s e s s  t h e  t u m o r  
i n i t i a t i n g  p r o p e r t y  o f  c a p t a n  a f t e r  s i n g l e  ( S )  o r  
m u l t i p l e  (M) e x p o s u r e ,  t h e  a n i m a l s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  
s e v e n  g r o u p s ,  t r e a t e d  a s  f o l l o w s :  

G r o u p  I U n t r e a t e d  C o n t r o l s  

G r o u p  I I  
( C a p t a n ( S ) +  
TPA) 

C a p t a n  450  
i n  2 0 0 / u l  Dh~u a p p l i e d  o n c e  o n l y  
f o l l o w e d  o n e  w e e k  l a t e r  b y  l o c a l  
a p p l i c a t i o n  o f  5 ~ g  TPA i n  t 0 0  / u l  
a c e t o n e  3 t i m e s / w e e k  f o r  51 w e e k s .  

G r o u p  I I I  
( C a p t a n ( M ) + T P A )  

C a p t a n  450  mg / k g  b . w t .  d i s s o l v e d  
i n  2 0 0 ~ 1 D M S O  a p p l i e d  3 t i m e s \ w e e k  
f o r  3 w e e k s  f o l l o w e d  o n e  w e e k  l a t e r  
b y  l o c a l  a p p l i c a t i o n  o f  TPA a s  i n  
G r o u p  I I .  

G r o u p  IV 
(DMBA+TPA) 

5 2 ~ g  DMBA d i s s o l v e d  i n  ! 0 0  ~ l  
a c e t o n e  a p p l i e d  o n c e  o n l y ,  f o l l o w e d  
o n e  w e e k  l a t e r  b y  5 ~ g  TPA a s  i n  
G r o u p  I I .  

G r o u p  V 
( C a p t a n ( S ) +  
A c e t o n e )  

C a p t a n  a s  i n  G r o u p  I I  f o l l o w e d  o n e  
w e e k  l a t e r  b y  100 / u l  a c e t o n e  3 
t i m e s  / w e e k  f o r  51 w e e k s  

Group VI 
(Captan(M) 
+Acetone) 

C a p t a n  a s  i n  g r o u p  I I I  f o l l o w e d  o n e  
w e e k  l a t e r  b y  I 0 0  / u l  a c e t o n e  3 
t i m e s / w e e k  f o r  51 w e e k s .  

Group VII 
(DMSO+TPA) 

2 0 0 ~ I  DMSO a p p l i e d  3 t i m e s / w e e k  
f o r  3 w e e k s  f o l l o w e d  o n e  w e e k  l a t e r  
b y  5 ~ g  TPA a s  i n  G r o u p  I I  
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2.  Tumor  p r o m o t i n g  a c t i v i t y  •  t h e  
t u m o r  p r o m o t i n g  a c t i v i t y  o f  c a p t a n ,  
d i v i d e d  i n t o  6 g r o u p s  a n d  t r e a t m e n t  
t o p i c a l l y  a s  shown  b e l o w :  

assessment of 
animals were 
was provided 

G r o u p  I 
( U n t r e a t e d  
c o n t r o l s )  

No t r e a t m e n t .  

G r o u p  I I  
(DMBA+ 
C a p t a n )  

52 / u g  DMBA d i s s o l v e d  i n  100 / u l  
a c e t o n e  a p p l i e d  o n c e  o n l y  f o l l o w e d  
one  week  l a t e r  by  c a p t a n  450  m g / k g  
b . w t .  i n  2 0 0 ~ 1 D M S O  3 t i m e s / w e e k  
f o r  51 w e e k s .  

Group III 
(DMBA + 
TPA) 

DMBA a s  i n  G r o u p  I I  f o l l o w e d  o n e  
week l a t e r  by  5 / u g  TPA d i s s o l v e d  i n  
1 0 0 / u l  a c e t o n e  3 t i m e s / w e e k  f o r  51 
w e e k s .  

G r o u p  IV 1 0 0 / u l  a c e t o n e  o n c e  o n l y ,  f o l l o w e d  
( A c e t o n e +  one  week  l a t e r  by  c a p t a n  a s  i n  
C a p t a n )  g r o u p  I I .  

Group V 
(DMBA+ 
Acetone) 

DMBA as in g r o u p  II, f o l l o w e d  one 
week  l a t e r  by  l O 0 / u l  a c e t o n e  3 
t i m e s / w e e k  f o r  51 w e e k s .  

Group VI 
(DMBA+ 
DMSO) 

DMBA a s  i n  g r o u p  I I  f o l l o w e d  o n e  week  
l a t e r  by  2 0 0 / u l  DMSO 3 t i m e s / w e e k  
f o r  51 w e e k s .  

3.  C o m p l e t e  c a r c i n o s  a c t i v i t y :  F o r  t h e  a s s e s s m e n t  
o f  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n i c  a c t i v i t y  o f  c a p t a n ,  a n i m a l s  
w e r e  d i v i d e d  i n t o  5 g r o u p s  o f  20 a n i m a l s  e a c h ,  a n d  
t r e a t m e n t  was p r o v i d e d  a s  g i v e n  b e l o w  f o r  52 w e e k s .  

G r o u p  I 
( U n t r e a t e d  
c o n t r o l s )  

No t r e a t m e n t .  

G r o u p  I I  
( B a P )  

5 ~ g  ( B a P )  d i s s o l v e d  i n  100 / u l  
a c e t o n e ,  3 t i m e s / w e e k .  

G r o u p  I I I  
( C a p t a n )  

4 5 0 / u g / b . w t  c a p t a n  d i s s o l v e d  i n  200  
u l  DMSO 3 t i m e s / w e e k .  

G r o u p  IV 
(DMSO) 

2 0 0 m l  DMSO 3 t i m e s / w e e k .  

G r o u p  V 
( a c e t o n e )  

l O 0 / u l  a c e t o n e  3 t i m e s / w e e k .  
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A n i m a l s  f r o m  a l l  t h e  3 s t u d i e s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  w e r e  
o b s e r v e d  f o r  g r o s s  a n d  h i s t o p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  
i n c l u d i n g  d e v e l o p m e n t  o f  t u m o r s  l o c a l l y  o n  t h e  s k i n  a n d  
o t h e r  o r g a n s  t h r o u g h o u t  t h e  s t u d i e s .  S u r v i v i n g  a n i m a l s  
f r o m  a l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  s a c r i f i c e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  
r e s p e c t i v e  s t u d y  p e r i o d s .  S k i n  f r o m  t h e  p a i n t e d  a r e a  
( w i t h  o r  w i t h o u t  t u m o r s )  w a s  r e m o v e d  a n d  f i x e d  i n  10% 
a q u e o u s  b u f f e r e d  f o r m a l i n .  P a r a f f i n  b l o c k s  o f  t h e  
t i s s u e s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  5 / u  t h i c k  s e c t i o n s  w e r e  c u t ,  
s t a i n e d  w i t h  h a e m a t o x y l i n  e o s i n  a n d  e x a m i n e d  
h i s t o p a t h o l o g i c a l l y .  

RESULTS AND D I S C U S S I O N  

I n  t h e  g r o u p  w h e r e  a s i n g l e  d o s e  o f  c a p t a n  w a s  a p p l i e d  
p o o r  h a i r  g r o w t h  w a s  o b s e r v e d  i n  a l m o s t  a l l  a n i m a l s  
a f t e r  d a y  e l e v e n  o f  c a p t a n  t r e a t m e n t .  T h e  f i r s t  t u m o r  
w a s  o b s e r v e d  f o l l o w i n g  14 w e e k s  o f  TPA a p p l i c a t i o n .  A t  
t h e  e n d  o f  51 w e e k s  o f  p r o m o t i o n  w i t h  TPA,  3 o u t  o f  14 
a n i m a l s  h a d  d e v e l o p e d  t u m o r s  a n d  t h e  c u m u l a t i v e  n u m b e r  
o f  t u m o r s  w e r e  4 / 1 4  ( T a b l e  1 ) .  

T a b l e  1 
s k i n .  

T u m o r  i n i t i a t o r y  a c t i v i t y  o f  c a p t a n  o n  m o u s e  

G r o u p  T r e a t m e n t  

I n d u c -  A t t a i n -  T o t a l  C u m u -  
t i o n  m e n t  o f  N o . o f  l a t i v e  
o f  1 s t  100% a n i m a l s  No .  o f  
t u m o r  t u m o r i -  w i t h  t u m o r s  
( i n  g e n e s i s  t u m o r ( s )  
w e e k s )  ( i n  w k s )  a t  t h e  

e n d  p o i n t  

I U n t r e a t e d  c o n t r o l s  - - 0 / 1 8  - 
I I  C a p t a n ( S ) + T P A  14 - 3 / 1 4  4 
I I I  C a p t a n ( M ) + T P A  14 - 1 2 / 1 8  21 
IV DMBA+TPA 6 9 1 6 / 1 6 '  90  
V C a p t a n ( S ) + A c e t o n e  - - 0 / 1 5  - 
VI  C a p t a n ( M ) + A c e t o n e  - - 0 / 1 6  - 
V I I  DMSO+TPA - - 0 / 1 5  - 

* All a n i m a l s  of t h i s  group were s a c r i f i c e d  a f t e r  lO 
w e e k s .  

I n  t h e  a n i m a l s  r e c i v e i n g  m u l t i p l e  d o s e s  o f  c a p t a n  a s  
t h e  i n i t i a t i n g  a g e n t  ( G r o u p  I I I ) ,  p o o r  h a i r  g r o w t h  w a s  
o b s e r v e d  i n  80  % o f  t h e  a n i m a l s  a f t e r  3 i n i t i a l  
a p p l i c a t i o n s  o f  c a p t a n .  T h e  a p p e a r e n c e  o f  f i r s t  t u m o r  
i n  t h i s  g r o u p  w h i c h  w a s  t r e a t e d  w i t h  TPA a s  p r o m o t e r ,  
w a s  o b s e r v e d  a l m o s t  a t  t h e  s a m e  t i m e  a s  n o t e d  i n  t h e  
g r o u p  i n i t i a t e d  w i t h  s i n g l e  d o s e  o f  c a p t a n  ( G r o u p  I I ) ,  
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At  t h e  e n d  o f  52 w e e k s ,  1 2 / 1 8  a n i m a l s  h a d  d e v e l o p e d  
t u m o r  g r o w t h .  T h e  c u m u l a t i v e  n u m b e r  o f  t u m o r s  w e r e  
f o u n d  t o  b e  f e w e r  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  
g r o u p  ( G r o u p  I V )  ( T a b l e  1 ) .  

On g r o s s  e x a m i n a t i o n  t h e  t u m o r s  d e v e l o p e d  i n  t h e  
v a r i o u s  g r o u p s  d e s c r i b e d  w e r e  a l l  b e n i g n .  M o s t  o f  t h e m  
d e v e l o p e d  a s  m i n u t e  e x c r e s c e n c e s  i n  t h e  p a i n t e d  a r e a  
w h i c h  a s  t r a t m e n t  p r o g r e s s e d ,  i n c r e a s e d  i n  s i z e  a n d  
d e v e l o p e d  a s  s o f t  p i n k i s h  f i n g e r  l i k e  p r o c e s s e s  w h o s e  
b a s e s  w e r e  f i r m l y  a t t a c h e d  t o  t h e  s k i n .  T h e  l a t t e r  w a s  
m o b i l e  a n d  n o t  f i x e d  t o  t h e  u n d e r l y i n g  
t i s s u e . H i s t o p a t h o l o g i e a l  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h e  
t u m o r s  w e r e  b e n i g n  s q a m o u s  c e l l  p a p p i l o m a s .  

I n  t h e  t u m o r  p r o m o t i n g  e x p e r i m e n t  a s u b c a r c i n o g r n i c  
d o s e  ( 5 2 / u g )  o f  DMBA ( S h u k l a  e t  a l ,  1 9 8 8 )  w a s  u s e d  t o  
i n i t i a t e  m o u s e  s k i n  w h i c h  was  s u b s e q u e n t l y  p r o m o t e d  
w i t h  c a p t a n  t h r i c e  p e r  w e e k .  A f t e r  2 - 3  a p p l i c a t i o n s  o f  
c a p t a n  100  % o f  t h e  a n i m a l s  h a d  p o o r  h a i r  g r o w t h .  T h i s  
p e r s i s t e d  f o r  7 - 8  w e e k s  a f t e r  w h i c h  a n o r m a l  g r o w t h  
p a t t e r n  was  r e g a i n e d .  A f t e r  50  d a y s  o f  p r o m o t i o n  2 
a n i m a l s  b e c a m e  m o r i o b o u n d ,  d e v e l o p e d  n e r v e  p a l s y ,  h i n d  
l i m b  p a r a l y s i s ,  b a c k  c u r v i n g ,  g e n e r a l  d i s a b i l i t y  a n d  
d i e d  s o o n  a f t e r .  T h e  r e m a i n g  18 a n i m a l s  s u r v i v e d  a n d  
e x h i b i t e d  n o  d i f f e r e n c e  t o  c o n t r o l s .  T u m o r  d e v e l o p m e n t  
was  n o t  o b s e r v e d  i n  a n y  g r o u p  e x c e p t  p o s i t i v e  c o n t r o l s  
( G r o u p  I I I ) .  

A m a r k e d  l o s s  o f  f u r  was  a l s o  o b s e r v e d  i n  t h e  a n i m a l s  
t r e a t e d  w i t h  c a p t a n  f o r  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n e s i s ,  a f t e r  
i n i t i a l  f e w  a p p l i c a t i o n s  , b u t  h a i r  c o a t  b e c o m e  n o r m a l  
a f t e r  a s h o r t  p e r i o d  d e s p i t e  c o n t i n u e d  c a p t a n  
a p p l i c a t i o n .  A f t e r  a b o u t  s i x  m o n t h s  o f  r e p e a t e d  
a p p l i c a t i o n  a g a i n  t h e r e  was  a m a r k e d  l o s s  o f  f u r  o n  t h e  
b a c k  o f  t r e a t e d  a n i m a l s  a n d  t h e  s k i n  a p p e a r e d  t o  b e  
s c a l y  a n d  k e r a t i n i z e d .  No t u m o r s  w e r e  o b s e r v e d  t o  
d e v e l o p  i n  t h e  a n y  g r o u p  t r e a t e d  f o r  c o m p l e t e  
c a r c i n o g e n e c i t y ,  e x c e p t  i n  t h e  BaP t r e a t e d  a n i m a l s  
( p o s i t i v e  c o n t r o l , G r o u p  I I ) .  

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  t o p i c a l  
a p p l i c a t i o n  o f  c a p t a n  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  c a u s e d  
i n i t i a t i o n  o f  m o u s e  s k i n  i n  a 2 - s t a g e  c a n c e r  i n t i a t i o n  

- p r o m o t i o n  m o d e l .  A s i n g l e . a p p l i c a t i o n  o f  c a p t a n  w a s  
i n s u f f i c i e n t  t o  i n i t i a t e  s k i n  f o r  t u m o r  d e v e l o p m e n t  i n  
m o s t  o f  t h e  a n i m a l s  t e s t e d  ( T a b l e  1 ) .  M u l t i p l e  c a p t a n  
e x p o s u r e s  l e d  t o  i n d u c t i o n  o f  t u m o r s  i n  m o r e  a n i m a l s  
( 1 2 / 1 8 ) ,  w i t h  a c u m u l a t i v e  t u m o r  i n c i d e n c e  o f  21 t u m o r s  
d u r i n g  t h e  52 w e e k  p e r i o d .  A l r e a d y  c a p t a n  h a s  b e e n  
s t u d i e d  i n  v a r i o u s  m i c r o b i a l  a s s a y  s y s t e m s  i n c l u d i n g  
t h e  h i s t i d i n e  r e v e r s e  m u t a t i o n  s y s t e m  i n  f i v e  s t r a i n s  
o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m .  I t  w a s  f o u n d  t o  b e  
m u t a g e n i c  i n  t h e s e  a s s a y s  ( S i m m o n  e t  a l ,  1 9 7 6 ) .  
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W h i l e  t h e  m e c h a n i s m  u n d e r l y i n g  i t s  g e n o t o x i c  e f f e c t s  i s  
n o t  k n o w n ,  s e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  c a p t a n  
may i n t e r a c t  w i t h  DNA ( S t a u f f e r  C h e m i c a l  C o m p a n y  1 9 8 1 )  
a n d  i n d u c e  DNA r e p a i r  (Ahmed  e t  a l ,  1 9 7 7 ) .  T h i s  DNA 
d a m a g i n g  a n d  r e p a i r  i n d u c i n g  c h a r a c t e r  o f  c a p t a n  was  
v e r i f i e d  u s i n g  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  a s s a y  ( S y n d e r  & 
M a t h e s o n ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  a s s a y  m e a s u r e s  i n c o r p o r a t i o n  b y  
e x o g e n o u s l y  a d d e d  E . c o l i  DNA p o l y m e r a s e  o f  r a d i o -  
l a b e l l e d  dNTPs i n t o  c e l l u l a r  DNA n u c l e o t i d e s  t h a t  h a v e  
b e e n  n i c k e d  b y  t r e a t m e n t  o f  t e s t  c h e m i c a l s .  

I n  a d d i t i o n  t o  DNA s t r a n d  b r e a k s ,  c a p t a n  i s  a l s o  
r e p o r t e d  t o  i n d u c e  D N A - p r o t e i n  c r o s s  l i n k i n g  ( S y n d e r ,  
1 9 8 2 ) .  The  n a t u r e  o f  t h i s  c r o s s l i n k i n g  i s  s t i l l  
u n k n o w n  b u t  c a p t a n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b i n d  t o  
h i s t o n e s  a n d  t h u s  a l t e r  t h e i r  a b i l i t y  t o  s t a b i l i z e  t h e  
DNA s t r u c t u r e  ( C o u c h  & S i e g e l ,  1 9 7 7 ) .  

F rom o u r  s t u d i e s  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  c a p t a n  d o e s  n o t  
a p p e a r  t o  b e  a s t r o n g  t u m o r  i n i t i a t o r  o f  t h e  m o u s e  s k i n  
f o r  t u m o r  f o r m a t i o n .  I n  t h e  p r e s e n t  s e t  o f  
i n v e s t i g a t i o n s  c a p t a n  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  
p r o m o t i n g  o r  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n i c  a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  
s i n c e  t h e  g r o u p  s i z e  i s  r a t h e r  s m a l l e r  ( 2 0  a n i m a l s /  
g r o u p ) ,  h e n c e  a n e g a t i v e  r e s u l t  d o e s  n o t  a l l o w  t h e  
c o n c l u s i o n  o f  no  a c t i v i t y  w i t h  much  c o n f i d e n c e .  T h o u g h  
c a p t a n  i s  a s t r o n g  m u t a g e n  i n  v i t r o  a n d  c a n  a l t e r  DNA 
i n  some  o f  t h e  c e l l s ,  i t ,  h o w e v e r ,  d o e s  n o t  s e e m  t o  b e  
a t u m o r  p r o m o t e r  o r  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n  i n  t h e  c a s e  o f  
m o u s e  s k i n .  The  a u t h o r s  h a v e  n o t  come a c r o s s  a n y  s t u d y  
t h a t  h a d  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p a s t  t o  s t u d y  t h e  r o l e  
o f  c a p t a n  i n  m u l t i s t a g e  c a r c i n o g e n e s i s .  Some s t u d i e s  
c o n d u c t e d  e l s e w h e r e  show t h a t  c a p t a n  i s  a n  i n h i b i t o r  o f  
t h e  h e p a t i c  m i c r o s o m a l  e n z y m e  s y s t e m  ( P e e p l e s  a n d  
D a l v i ,  1 9 7 8 ) .  The  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  p h a s e  I d r u g  
m e t a b o l i s i n g  e n z y m e ( s ) ,  w h i c h  p l a y  a c e n t r a l  r o l e  i n  
a c t i v a t i n g  c a r c i n o g e n s  ( P r o c h a s k a  a n d  T a l a l a y ,  1 9 8 8 ) ,  
c a u s e d  b y  c a p t a n ,  may b e  o n e  o f  t h e  r e a s o n s  w h i c h  d o e s  
n o t  p e r m i t  t h e  m a n i f e s t a t i o n  o f  t u m o r  p r o m o t i n g / o r  
c a r c i n o g e n i c  a c t i v i t y  b y  t h i s  f u n g i c i d e .  As c a p t a n  i s  
n o t  m e t a b o l i c a l l y  a c t i v a t e d  b y  p h a s e  I d r u g  
m e t a b o l i s i n g  e n z y m e s ,  t h e r e  may n o t  b e  g e n e r a t i o n  o f  
e l e c t r o p h i l e s  w h i c h  c o v a l e n t l y  b i n d  t o  t h e  c e l l u l a r  
t a r g e t s  t o  c a u s e  n e o p l a s i a .  I t  h a s  b e e n  a l s o  r e p o r t e d  
t h a t  c a p t a n  i s  e a s i l y  i n a c t i v a t e d  b y  c e l l u l a r  t h i o l  
a g e n t s .  The  a f f i n i t y  o f  c a p t a n  t o  t h i o l s  may b e  y e t  
a n o t h e r  m e c h a n i s m  w h i c h  l e a d s  t o  t h e  s p e e d y  
d e t o x i f i c a t i o n  o f  c a p t a n  b y  c o n j u g a t i o n  r e a c t i o n s .  
C o n s e q u e n t l y  t h e  c a r c i n o g e n i c  a n d  p r o m o t i n g  
p r o p e n s i t i e s  o f  c a p t a n  a r e  v e r y  w e a k  o r  a b s e n t  i n s p i r e  
o f  i t s  v e r y  h i g h  m u t a g e n i c  p o t e n t i a l  ( M o r i y a  e t  a l ,  
1 9 7 8 ) .  So t h e  e a r l y  d e t o x i f i c a t i o n  o f  c a p t a n  b y  t h e  
t h i o l s  a n d  t h e  l a c k  o f  r e a c t i v e  e l e c t r o p h i l e  f o r m a t i o n  
may b e  t h e  p o s s i b l e  r e a s o n  f o r  t h e  l a c k  o f  t u m o r  
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p r o m o t i o n  a n d  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n e s i s  b y  
t e s t e d  on  m o u s e  s k i n .  More  s t u d i e s  a r e  
t h i s  d i r e c t i o n  t o  e s t a b l i s h  i t s  
c o c a r c i n o g e n i c  p o t e n t i a l .  

c a p t a n  when  
r e q u i r e d  i n  

c a r c i n o g e n i c /  

A c k n o w l e d g e m e n t s .  The  a u t h o r s  a r e  g r a t e f u l  t o  
D i r e c t o r ,  I n d u s t r i a l  T o x i c o l o g y  R e s e a r c h  C e n t r e ,  
L u c k n o w ,  f o r  t h e  c o n s t a n t  e n c o u r a g e m e n t  a n d  g u i d a n c e .  
We t h a n k  Mr.  Mohan Das  P .M.  f o r  t h e  s e c r e t a r i a l  
a s s i s t a n c e .  
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