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RESUMO: Foram analisados, estatisticamente, os resultados obtidos de
estudo de 18 passagens seriadas do tumor humano KB transplantado em
ratos nude atimicos. Foram abordados os aspectos de crescimento ou
regressdo da massa tumoral, bem como a caquexia por vezes detectada

no receptor.
UNITERMOS: Rato nude atimico. Tumor humano KB. Hetero-transplante.

INTRODUCAO

Em animais ‘‘nude’’ atimicos, a pega inicial de heterotransplantes de
tumores humanos é mais facilmente obtida a partir de linhagens de cultu-
ras celulares do que quando os transplantes sdo realizados com tecidos fres-
cos oriundos de bidpsias 45689, Por outro lado, a baixa transplantabilidade
continuada desses heterotransplantes tem dificultado estudos sobre a va-
riacdo do comportamento biol6gico dessas neoplasias transplantadas, bem
como a analise dos mecanismos imunologicos de defesa desses animais
frente ao tumor.
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No presente trabalho, apresentamos os resultados obtidos em uma sé-
rie de 18 passagens de heterotransplantes de tumor humano KB (carcino-
ma epidermoide de boca) em ratos ‘‘nude’’ atimicos, realizados no perio-
do de 1985 a 1987, analisando-se principalmente o aspecto do
desenvolvimento da massa tumoral, seja no crescimento ou regressao, com
algumas consideragies sobre a caguexia por vezes detectada no receptor.

Nosso objetivo principal foi o de avaliar, através da analise estatistica
dos resultados, o grau de associacdo existente entre as variaveis estuda-
das e a malignidade do tumor no decorrer das passagens seriadas.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados, para os heterotransplantes, 134 ratos nude
atimicos adultos (= 1 més de idade), de ambos 0s sexos. Esses animais
foram mantidos antes e durante a fase de experimentacdo em condicoes
especiais de biotério, em sala equipada com unidade de ventilacdo estéril
e temperatura e umidade do ar aproximadamente constantes. Alimento e
adgua eram previamente esterilizados e oferecidos “‘ad libitum"".

Tumor KB: Os animais foram heterotransplantados com tumor huma-
no KB, uma linhagem de carcinoma epidermoide de boca humano, manti-
do em cultura desde 1955".

Inoculagdes: A primeira inoculacdo, designada como passagem zero
(PO), foi realizada a partir de tripsinizacdo da cultura e ajuste da suspenséo
celular para 1 x 108células/ml, tendo sido inoculado um volume final de
1 ml/animal. As demais inoculactes foram realizadas por passagem seria-
da de fragmentos de cerca de 1 mm? do tumor de um animal a outro, com
auxilio de trocater, apos excisdo da massa em crescimento, em condicdes
de assepsia e fragmentacdo da mesma em meio Eagle. Tais passagens se-
riadas foram codificadas de P1 a P18 e agrupadas para fins de analise esta-
tistica, de modo a conter aproximadamente o mesmo numero de animais.

Todas as inoculacdes foram realizadas subcutaneamente na regido axi-
lar esquerda dos animais.

As sequintes variaveis foram analisadas no desenvolvimento do tumor
transplantado.

1. Crescimento de massa tumoral

A primeira visualizacdo objetiva de um abaulamento na regido inocula-
da é tida como o inicio de crescimento do tumor transplantado. A incidén-
cia assim considerada dessa pega foi de /8%. O tempo decorrido (em dias)
desde a inoculacéo até a visualizagdo do abaulamento variou de 6 a 46 dias.

Quando a massa tumoral atinge um tamanho que dificulta a propria lo-
comocdo do animal (cerca de 4,5cm no seu maior eixo) (Foto 1), este é
sacrificado e sua massa é extirpada e retransplantada em outros animais.
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Foto 1: Exemplar de rato nude portador de massa tumoral (tumor KB), desenvolvida na
regido de inoculacdo do transplante.

2. Regressao:

Em cerca de 12% dos casos, apds o crescimento constatado pelo abau-
lamento, atingindo em média 4,0cm no seu didmetro maior, 0 tumor so-
freu processo de regressdo, culminando com o desaparecimento total da
massa anteriormente detectada. O tempo (em dias) para a ocorréncia de
tal fenémeno, considerado desde o aparecimento da massa até o inicio de
seu desaparecimento, variou de 21 a 78 dias.

3. Caquexia:

Trinta e quatro dos animais inoculados (25%) entraram em estado de
caquexia e foram entdo sacrificados para andlises complementares. Des-
ses animais, 19 haviam apresentado massa e 15 ndo. O tempo decorrido
para atingir esse estado variou de 22 a 108 dias, a contar do dia em que
foram Inoculados.

As variaveis acima descritas foram analisadas estatisticamente por tes-
tes de homogeneidade (qui-quadrado), em tabelas de contingéncia e tes-
tes para o risco relativo.
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RESULTADOS

Associando-se em tabela de contingéncia as variaveis ‘'aparecimento
de massa tumoral’’ contra ‘‘sucessdo de passagens’’, a analise estatistica
desses resultados revela que ha uma dependéncia entre esses dois fatores,
ou seja, parece haver indicios de que passagens mais iniciais (PO-P6) tive-
ram menos sucesso de pega que passagens intermediarias (P/7-P9) ou fi-
nais (P10-P18), quando transplantadas (Tabela I).

TABELA |

GRUPOS DE PASSAGENS

PO-P4 | P5-P6 | P7-P9 |P10-P18| Total

Néo 2 12 4 4 29

Aparecimento (24%) | (38%) | (14%) | (14%) | (22%)

da massa Sim 29 20 24 32 105
(76%) | (62%) | (B6%) | (89%) | (78%)

Total 38 32 28 26 134

p = 0.04

Tabela |: Distribuicdo dos ratos conforme o grupo de passagem e 0 aparecimento ou ndo
da massa tumoral.

Associando-se em tabela de contingéncia as varidveis ‘‘tempo para apa-
recer a massa’’ contra ‘'sucessédo de passagens’’, as estimativas obtidas
permitem concluir que o tempo para aparecer a massa tumoral aumenta
nos grupos de passagens P5-P9, em relacdo ao grupo de passagem PO-P4,
e diminui no grupo P10-P18 em relacdo aos grupos P5-P9 (Tabela Il).

TABELA I

GRUPOS DE PASSAGENS

PO-P4 | P5-P6 | P7-P9 [P10-P18| Total

6-8 10 3 3 11 27
(34%) | (15%) | (13%) | (34%)

Tempo pfaparecer

a massa (em dias) 9-12 8 4 7 1_5 35
(28%) | (20%) | (29%) | (50%)

13-17 8 8 9 5 30
(28%) | (40%) | (38%) | (16%])

Total 29 20 24 32 105
p = 0.024
Tabela Il: Distribuicdo dos ratos conforme o grupo de passagem e o tempo para aparecer

d Massd.
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Associando-se em tabela de contingéncia as varidveis ‘'aparecimento
da regressédo’’ contra ‘''sucessdo de passagens'’, conclui-se ndo haver in-
dicios de que a regressdo da massa tumoral dependa da passagem utiliza-
da no transplante (Tabela lll). Note-se que a proporcdo de ‘'ndo
aparecimento de regressédo’’ varia muito pouco de um grupo de passagem

para outro.
TABELA Il

GRUPOS DE PASSAGENS

PO-P4 P5-P6 P7-P9 |P10-P18| Total
MNao 26 17 23 26 92
Aparecimento (90%) (B5%) | (96%) (81%) (889%)
da regressio Sim 3 3 1 6 13
(10%) (15%) ( 49%) (19%) (12%)
Total 29 20 24 32 105
p = 0.45
Tabela lll: Distribuicdo dos ratos que desenvolveram crescimento tumoral, conforme o grupo

de passagem e a ocorréncia ou ndo de regressdo.

Associando-se em tabela de contingéncia as variaveis ‘'tempo para apa-
recer a regressdo’’ contra ‘'sucessdo das passagens’’, conclui-se que hé
indicios de que ha dependéncia direta entre esses fatores, embora néo te-
nha sido possivel detectar como se comporta essa dependéncia, devido
ao numero insuficiente de ratos que apresentaram regressdo (Tabela V).

TABELA IV

GRUPOS DE PASSAGENS

PO-P4 P5-P6& P7-P9 |P10-P18| Total
Tempo plaparecer 21-55 0 3 0 4 7
a regressdo (em dias) 56-78 é 5 5 0 : 1 | 2_-__ _.5
Total 3 3 1 6 13
=007 =

Tabela IV: Distribuicdo dos ratos conforme o grupo de passagem e o tempo para aparecer
a regressdo.

O teste de homogeneidade em tabela de contingéncia entre as varia-

veis ‘aparecimento da regressdo’’ e ‘'tempo para aparecer a massa’’ ndo
mostrou indicios de dependéncia entre essas duas varidveis (Tabela V).

173



DENARO-MACHADO, L.; KFOURI, S.A.; OGATA, T.R.P.; MACHADO, J.C.; PAULA, G.A; BARBOSA,
L.5.; FERREIRA, R.F.G.; PETRELLA, 5.M.C.N. Variacdo do comportamento bioldgico do tumor hu-
mano KB, heterotransplantado serniadamente em ratos “‘nude’” atimicos. Mem. Inst. Butantan,
51(4):169-176, 1989.

TABELA V

TEMPO Pl APARECER A MASSA (EM DIAS)

0-8 9-12 | 13-17 | 18-47 | Total |
Aparecimento N&o 21 30 28 13 92
da regressdo Sim 6 b 2 0 13
Total AT 35 30 13 105

p = 0.40

Tabela V: Distribuicdo dos ratos conforme o tempo para aparecer a massa e o apareci-
mento ou ndo da regressao.

Da mesma forma, quando as variaveis ‘‘tempo para aparecer a mas-
sa’’ e ""tempo para aparecer a regressdo’’ sdo confrontadas num diagra-
ma de dispersado (Fig. 1), conclui-se ndo haver indicios de que o tempo
para aparecer a massa dependa linearmente do tempo para aparecer a re-
gressdo (correlacdo = — 0,063).
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Figura 1: Diagrama de dispersdo entre as varidvels '‘tempo para aparecer a massa’’
(C 24) e ""tempo para aparecer a regressdo’” (C 2b).
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Com relacdo ao fator “‘caquexia’’, aplicando-se o teste ndo paramétri-
co para o risco relativo!, conclui-se que ndo hé indicios de que a passa-
-gem-em que o tumor foi inoculado, ou que o tempo para aparecer a massa
tumoral, influenciem no apareecimento da caquexia.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O valor de um modelo bioldgico experimental depende de sua estabili-
dade, seja concernente as semelhancas existentes com o modelo original,
seja concernente a sua manutencdo e repetitividade a longo termo.

No modelo rato nude atimico transplantado com tumor humano a es-
tabilidade consiste na permanéncia da identidade original do tumor huma-
no e a repetitividade consiste em passar esse tumor no animal por periodo
de tempo suficiente que permita investigacdes bioldgicas do transplante
e do transplantado, ou mesmo estudos basicos terapéuticos.

Wallace et al, 711 estudaram o crescimento de células KB em hams-
ters recém-nascidos tratados com soro anti-timocitico anti-hamster (ATS)
ou soro normal de coelho (NRS). Uma Unica injecdo de ATS pode promo-
ver a formagdo de tumor KB metastatico numa maior proporcdo de ani-
mais, engquanto gue apenas poucos animais dos tratados com NRS
desenvolviam pequenos tumores que ocasionalmente regrediam.

Sudo, 8710 também relatou o transplante dessa mesma linhagem KB
em camundongos nude, porém esplenectomizados e irradiados.

Nosso modelo experimental rato nude atimico/tumor humano KB sem
nenhum outro artefato, vem sendo mantido em passagens seriadas em nos-
so laboratério desde 19859, encontrando-se atualmente na passagem 29.

Este nosso estudo, concernente a estabilidade do modelo a iongo ter-
mo, compara bioestatisticamente as diferencas observadas entre as pas-
sagens iniciais do tumor e as passagens mais avancadas.

Assim, essa andlise indica que, & medida que o niimero da passagem
aumenta, ha uma maior probabilidade de aparecer a massa tumoral no ani-
mal transplantado, mostrando haver uma interacdo entre a estrutura anti-
génica da célula tumoral e a competéncia do microambiente do hospedeiro.

Corroborando ainda essa interacédo transplante/hospedeiro, pudemos
verificar que em passagens intermedidrias e finais o tempo requerido para
0 aparecimento do crescimento tumoral foi menor que nas passagens
iniciais.

As regressdes tumorais observadas (12%) podem ser explicadas pe-
los mecanismos de defesa individuais do hospedeiro, atuando contra o cres-
cimento tumoral. Essa regressdo ndo se mostrou dependente da passagem
mais ou menos avancada do tumor, nem do tempo requerido para o apa-
recimento do crescimento tumoral, nem ainda hd indicios de que o tempo
para aparecer a massa tumoral dependa do tempo para aparecer a re-
gressdo.

No que tange o fator caquexia, presente na maioria dos ratos inocula-
dos, apds um periodo varidvel de 22 a 108 dias, ndo h4 indicios de que
a passagem em que o tumor foi inoculado influencie sobre esse fator e nem
ha indicios de gue o tempo levado para aparecer a massa tumoral influen-
cie no aparecimento do estado de caquexia.

Os resultados no caso do crescimento da massa tumoral, vieram cor-
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roborar achados histolégicos que sugerem o aumento da malignidade do
tumor seriadamente transplantado?.

Assim, & medida gue as passagens seriadas se sucederam, os valores

médios do volume cariométrico das células componentes do tumor, au-
mentaram significantemente e, da mesma forma, o numero de mitoses au-
mentou consideravelmente.

10.

K13

ABSTRACT: The results obtained from the study of 18 serial passages
of human tumor KB transplanted in athymic nude rats have been statisti-
cally analysed. Aspects of growth or regression of the tumoral mass, as
well as the cachexy sometimes detected in the receptor, have been ap-
proached.

KEY WORDS: Athymic nude rat. Human tumor KB. Heterotransplant.
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