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Evolugdo do Sarcoma 37 em murganhos CF;

Aspectos bioldgicos da cura espontdnea
do tumor estudados apds irradiagado
e administragdo de soro «imune» ™

William H. Clode **

+ — INTRODUCAO.

Os primeiros trabalhos sobre transplantagao de tumores
-datam do fim do século passado, mas foi nos ultimos 15 anos-
que esta técnica se desenvolveu como instrumento de investi-
gacido em miltiplos aspectos da oncologia particularmente bio-
légicos, terapéuticos, imunolégicos e radiobiologicos. As revi--
soes de HAALAND de 1908 (21) e de TyzzER de 1916 (57) sobre
imunologia sdo ainda hoje bastante citadas, onde se revela que
nessa data a maior partc dos problemas actuais ja foram con-
siderados.

* Trabalho realizado em Brookhaven National Laboratory, Medical
Research Center, Upton, Long Island, New York, E. U. A.

** Bolseiro da IComissdo de Estudos de Enei‘gia Nuclear do Instituto
de Alta Cultura. :



O aperfeicoamento da seleccdo de animais de laboratério
tornou a genética da transplantacao de tumores um campo
altamente especializado da investigacdo. Os tumores animais
propagados .por transplantacdo em hospedeiro conveniente
tornaram-se material indispensiavel na investigacdo oncolo-
gica (26).

A necessidade de trabalhar com estirpes puras, resultantes
de cruzamento entre irmaos da mesma ninhada, em condic¢6es
de vida padronizadas, e do conhecimento da evolucdo biolégica
dos tumores nas mesmas, constitui uma medida elementar na
ciéncia oncolégica. As controvérsias que nascem de muitos tra-
balhos de oncologia dependem da dificuldade em reproduzi-los
nas mesmas condigoes, . acresc1do do facto de raras vezes se ter
usado quantldades de animais que permitam obter resultados
com valor s1gn1flcat1vo

Muitos tumores se. tem tornado conhecidos pelo seu em-
prego durante anos O S- 37 pela facilidade com que se trans-
planta (23 e 24) ¢ um dos maig usados. E conhecido desde 1906
e tem origem no carcinoma da mama do murganho. Descrito
por Haaranp (21) e DunHAM (8) foi estudado histologica-
mente por BASHFORD (4) e recentemente, citoldogicamente, por
EPSTEIN (10). A evolucdo deste tumor em diferentes estirpes
de murganhos descrita por LEITER e KLINE (34) apresenta-se.
com percentagens elevadas de regressao.

A regressao definitiva dum tumor-ou cura espontinea, dis-
tinta da regressdo parcial que é temporiria é um fenémeno
que tem atraido os investigadores. Pela semelhanca com reac-
¢Oes imunolégicas, muitos trabalhos se tem orientado neste
sentido mas sem que haja uniformidade de opinides.

Estudos experimentais de imunologia oncologica referem
a existéncia da anticorpos (19, 20, 43 e 46) :e mesmo os identi-
ficam (3 e 59) e tém sido feitas tentafivas, no sentidd da tera-
péutica de tumores por métodos imunolgiéos 5, 6, 11, 32, 41
e 52). Mas aos entusiasmos iniciais tem sucedido o desinimo
da dificuldade em reproduzir muitos. dos resultados.

Ao estudarmos a evoluc¢do do S-37 em murganhos CF,, a
nossa atencao foi também atraida para o fendmeno da regressao
espontinea do tumor. O comportamento dos animais tornados



imunes para o tumor levou-nos a varias experiéncias tendentes
a melhor conhecer o mecanismo do fenémeno.
E o resultado destes trabalhos que iremos expor em seguida.

2 — MATERIAL E METODOS
2.1 — Sarcoma 37 e murganhos CF,.

O tumor utilizado neste trabalho, S-37, foi cedido pelo
National Cancer Institute, de Washington, E. U. A., e os mur-
ganhog albinos, suigos, da estirpe CF,, foram fornecidos pela
casa «Carworth Farm», de New York, produtora de estirpes
seleccionadas, homozigéticas, destinadas a trabalhos experi-
mentais. A

S6 foram utilizados murganhos machos de idade entre 8 e
10 semanas, que eram mantidos em gaiolas em grupos de 10,
cada um identificado por sinais nas orelhas. A alimentacao era
dada sob a forma de biscoito contendo uma mistura apropriada
e constante de proteinas, hidratos de carbono, gorduras, vita-
minas e sais minerais, da «Ralston Purina Company», St. Louis,
E. UA.

A temperatura ambiente do biotério em que os murganhos
foram guardados era de 22°C. mantida por termostato. As
condicoes de higiene eram as mais satisfatérias.

O namero de murganhos com que trabalhamos ultrapassa
o milhar, distribuidos em diversas experiéncias, que serao refe-
ridas adiante.

2.2 — Transplantagao do tumor.

Na transplantacio do tumor utilizou-se o método de sus-
pensao de células, em soro fisiologico tamponado, com fosfato
de so6dio a Ph 7,1-7,2.

Em condicdes rigorosas de assepsia o tumor era extraido
a um murganho numa fase em que ndo houvesse ulceracao,
nem muita necrose de tecido tumoral, em regra entre a 2.* e
a 3." semanas de evolugdo. A morte dos animais era provocada
por estiramento cervical. Ndo se utilizaram anestésicos para



evitar fendmenos secundarios, celulares, que porventura a accao
de doses letais de éter ou cloroféormio pudesse causar. Retira-
va-se a parte necrosada do tumor e aproveitava-se todo o tumor
«limpo» de aponevroses, musculos ou 0sso.

O tumor era entdo seccionado e os pequenos fragmentos.
esmagados num almofariz, adicionando a pouco e pouco soro,
de modo a ir fazendo uma papa cada vez menos consistente.
Quando o tumor estava bastante dividido, a suspensao de célu-
las e agregados celulares era passada para uma seringa de
10 cc. através agulhas de calibre cada vez mais pequeno. Logo
que toda a suspensio passava sem dificuldade por uma agulha
de calibre 20 (B-D) considerava-se terminada a preparacao da.
suspensao. '

A quantidade de soro empregada dependia da quantidade
do tumor e da concentracdo que pretendiamos utilizar. Em
‘regra, trabalhavamos com um volume de cerca de 5 c.c.

As células eram entdao contadas ao microscopio, seguindo
exactamente o mesmo sistema utilizado para a contagem de
glébulos brancos do sangue. Contavam-se como unidades os
grupos celulares que nido tivessem sido desagregados.

Imediatamente se procedia a inoculacio dos murganhos.
utilizando uma seringa de 1c.c. graduada em centésimos. O
volume injectado era dependente da concentragao celular e,
em regra, variava entre 0,03 e 0,1 c.c.

O local da injeccdo, nestas experiéncias, foi sempre a
coxa do membro posterior direito, na face externa. A injecgao:
.cra subcutinea.

2.3 — Medidas do tumor.

A evolucido dos tumores transplantados era segulda ludas
as semanas. Com uma craveira, media-se o didmetro lateral
das patas com tumor. Neste trabalho considerou-se sempre
o tumor desenvolvido, quando pelo menos, em duas medicdes,
se confirmou uma tumefaccao da pata inoculada superior a
pata simétrica, s&.

Nos animais em que o S-37 se desenvolveu, este foi deixado
evoluir até & morte dv huspedeiro. Nos casos dc cura espontinea,



os murganhos foram seguidos até, pelo menos, 2 meses depois
da cura. O mesmo aconteceu para os animais que, excepcional-
mente, nao desenvolveram tumor.

2.4 — Reimplantégaes.

Murganhos que se curaram espontaneamente do S-37 foram
reimplantados com o mesmo, alguns até 5 vezes, sendo o inter-
valo entre as reinoculac¢Oes nunca inferior a 2 meses. Nenhuma
reimplantacido foi feita na pata onde se deu a cura. O nimero
de células utilizado nas reinoculacoes variou entre 1 e 2 milhdes.
Cento e cinquenta e quatro murganhos foram reimplantados
duas vezes, 108 trés vezes, 58 quatro vezes e 12 cinco vezes.
Em todas as reimplantacdes se preparou um grupo testemunha.

2.5 — Irradiacao de corpo inteiro de murganhos.

Foram irradiados 251 murganhos pelos RX, irradiacao
de corpo inteiro, correspondente a 400 r. Dos murganhos irra-
diados 205 nunca tinham sido inoculados com S-37 e os res-
tantes 46 foram animais que se tinham curado espontineamente
do tumor. Utilizou-se em todos os murganhos as mesmas con-
dicoes de trabalho. O aparelho de RX (General Electric Maxi-
tron, modelo 250) destinado exclusivamente a estudos experi-
mentais, trabalhou a uma tensao de 250 Kv e a 30 mA, com fil-
tro de 0,5 mm de cobre e de 1 mm de aluminio, com espessura
semi-absorvente de 1,5mm de cobre. A distidncia da ampola
aos murganhos medida na vertical, era de 40 cm. Os animais
durante a irradiacao estavam contidos numa caixa redonda de
plastico transparente, dividida em 10 compartimentos, de dis-
posi¢ao radiaria, cada um dos quais s6 tendo espaco para um
murganho. Esta caixa era colocada sobre um disco de chumnbo
com movimento giratério, a fim de garantir uma dose homo-
génea. O débito do aparelho era sempre determinado antes de
cada experiéncia, utilizando uma cimara de ionizacido «Victo-
reens. A dose era sempre calculada em relagdio & zona mais
pcriférica da caixa, para que os animais ndo recebessem irra-
diacdo inferior a calculada. Nas condicles estabelecidas, os
débitos da ampola de RX variavam cntre 208 e 233 r/m pelo



que a dose de radiacao pretendida se obtinha em menos de
2 minutos.

Todos os murganhos depois de irradiados, no mesmo dia,
foram transplantados com o S-37 numa quantidade de células
de cerca de 1 milhdo.

2.6 — Preparacao de soro de murganhos «imunes».

Os murganhos que se curaram espontineamente do sar-
coma e que se tinha comprovado resistirem a nova inoculacao
do tumor, foram os «dadores» de sangue para as experiéncias
em que se utilizou o soro «imune». _

Os murganhos eram sangrados por puncdo no seio nasal,
junto ao canto interno da oOrbita, sob anestesia superficial com
éter. De cada murganho extraia-se um volume de sangue com-
preendido entre 0,5 e 1 c.c. deixando o animal vivo, para futura
sangria, se necessario. O sangue era colectado em tubos de
centrifuga de onde se extraia o soro.

2.7 — Plano de trabalho para o estudo do fenémeno «imu-
nitario».

A existéncia de murganhos em que o S-37 regressou com-
pletamente e que se tornaram resistentes as reimplantacoes
do tumor, levou-nos a considerar uma série de experiéncias no
sentido de averiguar se o fen6meno «imunitario» dependia de
um mecanismo celular, da existéncia de anticorpos circulantes
ou dos dois factores.

Para inibir a possivel reaccdao celular utilizou-se o RX,
400 r de irradiacdo de corpo inteiro. Deste modo irradiaram-se
46 murgahhos em que se tinha dado a regressiv cowplela de
tumor e que foram reimplantados apés a irradiacdo, 144 mur-
ganhos que foram em seguida implantados pela primeira vez
e ainda 61 murganhos que, depois de irradiados e implanta-
dos pela primeira vez, comecaram a ser injectados com soro
«imunes.

O estudo da transmissao de imunidade foi também feito
em 67 murganhos injectadns com o sorn, apdés a implantacéo



do tumor. A quantidade de soro injectado nas veias atingiu
um total de 2,2 c.c., dada em dias alternados, comecando por
0,3 c.c. no dia da implantacdo, 0,3 c.c. dois dias depois, 0,2 c.c.
no 4., 6.° e 8.° dias e 0,1 c.c. nos restantes dias.

Em todos os animais destas cxperiéncias, irradiados ou
nio, se estudou a evolucio dos tumores e sobrevivéncias.

3 — RESULTADOS.
3.1 — Evolucao do S-37 em murganhos CF,.

Ao avaliar o comportamento dum tumor experimental em
relacdo a determinada estirpe de animais em que é transplan-
tado, é necessario conhecer se todos os animais desenvolvem
o tumor, como cresce € qual a evolucido definitiva.

3.1.1 — Percentagem de murganhos que desenvolveram o
tumor.

Num total de 809 murganhos implantados com o S-37, sem
que qualquer factor externo directamente provocado possa ter
influido na evolugdo do tumor, verificamos que 801 murganhos
desenvolveram o sarcoma, ou seja, que 99 % dos animais foram
susceptiveis a implantacéo.

A necessidade de conhecer se a quantidade de células uti-
lizadag poderia influir nos resultados levon-nos a elaboragio
do Quadro I, onde se identificam as experiéncias, se indicam
a quantidade de células, o nimero de murganhos e os resul-
tados. Neste quadro podemos ver gue mesmo com 50.000 célu-
las o S-37 se desenvolve em 100 % dos murganhos e que num
total de 363 animais implantados, com células em suspensao
atingindo 6 X 10°, a percentagem dos que desenvolvem tumor
é, como no grupo primeiramente citado, de 99 %.

3.1.2 — Crescimento do tumor.

As células do S-37, inoculadas, originam um aumento de
volume da coxa dos animais, correspondendo ao desenvolvi-



mento do tumor. As medidas do didmetro da coxa, efectuadas
com intervalos de dias, ddo-nos uma ideia do modo de cresci-
mento do tumor.

QUADRO I

Desenvolvimento e cura espontanea do S-37 em murganhos CF,,
em funciio do namero de células inoculadas

1
Experién-| . 1as Murganhos | Murganhos Percenta- Cura Percenta- I
cia R gem de N gem de
Namero X 108 inoculados | com tumor tumores espontanea curas i
23 0,05 20 20 100 % 7 35 % |
23 ¢,1 18 17 94 9, 12 70 % ‘
23 0,6 21 21 100 % ] 38 .
36 1,6 20 20 100 % 6 0% |
13 11 1 7 100 % 1 149 |
20 1,2 16 16 100 9% 5 31% {
43 1,2 11 10 100 % 2 20%
49 1,2 50 49 98 % 20 41 9%
25 1,3 10 10 100 % 0 0%
37 1,3 12 12 100 %, 4 33 %
20 1,4 10 10 100 % 3 30 %
20 1,5 20 20 100 % 5 25 %
23 1,5 10 10 100 % 0 0%
31 1,5 31 31 100 % 6 19 %
32 1,5 11 11 100 % 3 27 9%
50 1,5 33 33 100 % 3 10 %
34 2,5 10 10 100 % 4 40 %
23 3,0 11 11 100 9 2 189%
38 6,0 24 24 100 % 4 179%
23 6,0 18 18 100 % 4 22
Total 363 360 99 % 99 289

A figura 1 mostra as curvas de crescimento do S-37, nos
murganhos da Experiéncia 23, divididos em 6 grupos conforme
a quantidade de células injectadas: 0,05 X 10¢, 0,1 X 10%,
0,5 X 10¢, 1,5 X 10% 3,0 X 10° e 6,0 X 10 células. Os pontos
assinalados sao as médias obtidas em todos os animais do grupo
considerado. Pode verificar-se que as diferencas de crescimento
sido particularmente nitidas durante as 3 primeiras semanas.
J4 na 4. semana os tumores atingem volumes semelhantes
em todos os grupos, o que indica que os tumores tendem a



24 SN o A RSen s BN Sanls O ST s e
< 2=

1.7 72
o 9

0—v=0 6,00 x 10°cels (20 m)
300 x lo'cels(nm)
- ==-150 x10 cels(10m)
+-+-050 x 10°cels (21m)
0,10 x 10°%cels (18m)
0,05 x 10 cels (20m)

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 dias

Fig. 1
Grafico representativo do crescimento do S-37 em funcdo da quantidade de células
implantadas. Cada ponto representa a média da medida dos tumores do grupo
considerado. Os numeros, em cada ponto representam a quantidade de murga-
nhos medidos

Fig. 2

Fotografia de murganhos CFi, 15 dias depois de implantados com diferentes quan-

tidades de células do S-37. Da esquerda para a direita, respectivamente, 0,05 X 10°,

0,1 X108, 0,5 X 10%, 1,5 X 10%, 3 X 10° e 6 X 10%. Notam-se bem as diferencas de tama-
nho dos tumores, dependentes da quantidade de células inoculadas:



atingir um maximo de desenvolvimento independente da quan-
tidade inicial implantada.

Conforme se pode observar nalgumas curvas de desenvol-
vimento, existem flutua¢ées no crescimento parecendo que os
tumores tendem a regressar. Se bem que isto aconteca no estudo
individual dos tumores, no caso presente as interrupg¢ées no
crescimento devem-se a falta dos murganhos que morrem ou
que curam do sarcoma deixando ficar animais com tumores
mais atrasados na evolucio.

Na figura 2 mostram-se murganhos com S-37 em que sao
nitidas as diferencas de tamanho dos tumores ao fim de 15 dias
de implantacdo, quando variou a quantidade de células inocula-
das. Verifica-se que o volume do tumor depende da quantidade
das células injectadas, sendo menor no murganho injectado
com menos células ¢ maior no inoculado com maior quantidade
de células.

3.1.3 — Regressao de tumores e morte de murganhos.

Deixando evoluir naturalmente o S-37, o que mais fre-
quentemente acontece na nossa experiéncia ¢ a morte dos mur-
ganhos. Esta di-se quase sempre por caquexia, se bem que
também possa ser por ulceracdo do tumor e hemorragia, ou,
infeccdo secundaria. Em muitos murganhos que tivemos opor-
tunidade de autopsiar nunca encontramos metastases macros-
copicas do tumor que apenas revelava a sua malignidade pelo
crescimento invasivo. Num grupo de 234 murganhos implan-
tados com um numero de células de S-37 entre 0,8 X 10° e
1,7 X 10° (fig 9) a média de vida dos murganhos foi de
36,35 + 14,3 dias. Embora nao tenhamos feito calculos esta-
tisticos para estudo de sobrevivéncias de murganhos em funcio
da quantidade de células de S-37 implantadas, porquanto a
populacdo dos grupos era pouco numerosa, pensamos que a
evolucdo mais rapida do tumor deve corresponder uma mais
curta sobrevivéncia e que, portanto, esta deve estar na razio
inversa do ntmero de células.

Acontece, porém, que nalguns murganhos o tumor regressa
levando, mesmo, a cura definitiva da doenca.

— 10 —
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Fig. 3
Gréaficos da evolucdo de quatro S-37 em murganhos CFi, cujos tumores
regressaram temporariamente
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Evolucdo de oito S-37 em murganhos cujos tumores regressaram definitivamente.
Notar em dois a perda da pata, com cura do tumor
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A regressao de tumores estd representada na figura 3,
onide se mostram quatro curvas de desenvolvimento de S-37
em que subitamente o tumor diminui de dimens6es chegando
quase a desaparecer. Em certa altura, contudo, a viruléncia
do tumor recrudesce chegando a atingir grandes dimensodes, o
que origina a morte dos murganhos. Tudo se passa como se
de uma luta entre o tumor e o hospedeiro, este, depois de estar
a vencer, seja definitivamente vencido. Em 3 % dos murganhos
encontram-se evolucoes do sarcoma, deste tipo.

Fig. §

Fotografia de murganhos CF: que se curaram do S-37, o da esquerda
com integridade do membro implantado, o da direita com amputacido
total, espontdnea, do membro.

A regressao definitiva é a mais frequente. Na figura 4
estdo representadas diversas curvas da evolucdo do S-37 para
a cura, representativas dos 99 murganhos que se curaram do
tumor (Quadro I). Verifica-se que a regressao se da com tumo-
res de diferentes dimensdes e que o inicio da regressdo vai do
11.° ao 34.° dia da evolucdao do tumor. Contudo, o maior nimero
de regressoes da-se depois da 2.* semana. Nalguns animais a cura

Stk



do tumor é acompanhada por uma amputacdo espontéinea, total
ou parcial, da pata. A figura 5 mostra dois murganhos em
que o S-37 regressou definitivamente, num sem deixar sequelas
e noutro com amputacdo total do membro. A figura 6 mostra
também dois murganhos curados do S-37, um com amputacao
de parte da pata e outro com cicatriz retractil da pata.

Fiy. 6

Fotografia de murganhos CF: que se curaram do S-37, o da esquerda
com amputacdo, espontinea, de parte da pata implantada, o da direita
mostrando uma cicatriz retractil no local da regressdo do tumor.

A cura espontédnea do S-37 em [uugdo do nimero de células
implantadas, estd representada no Quadro I e, em resumo,
no Quadro II. A percentagem mais alta de curas (46 %) apa-
rece no grupo implantado com menos de 1 milhdo de células.
Nos outros dois grupos as regressoes definitivas foram seme-
lhantes (24% e 22 % respectivamente para valores de 1 a 2
milhGes de células e de 2 a 6 milhGes). No total de 363 mur-
ganhos a pcrcentagem de curas do S-37 foi de 28 %.

Como ja dissemos, todos os murganhos foram seguidos
pelo menos dois meses depois da regressao e nalguns foi pos-

]



QUADRO II

Resumo de experiéncias para estudo da evolucao do S-37 em funcao
da quantidade de tumor implantado

Células 0,05 X 10% Z# cels 106 & cels 2 X 10% # cels &
inoculadas < 1<O6 < <<2 X 16"'< ’ 8 <m6<>< clO" < Total
Murganhos 59 241 ! 3 363
Tumores 58 239 ‘ 63 360 !
% tumores 98 9, 99 9, ‘ 100 % 99 %
Curas 27 58 i 14 99 |
| ‘% curas T 46 % 24 % | 22 % 28 % |

sivel ir aos 10 meses. Nunca nenhum voltou a desenvolver
tumor.

3.2 — Reimplantacoes.

Nos murganhos em que os tumores se curaram esponti-
neamente reimplantou-se o tumor em pata diferente da primeira
- inoculagdo. Utilizaram-se nesta experiéncia 154 murganhos que
foram reimplantados duas vezes, 108 murganhos trés vezes,
58 quatro vezes e 12 cinco vezes (Quadro IIT). O numero de

QUADRO III .
Reéimplantacdes do S-37 em murganhos CF, que curaram o S-37
! Reimplantacdes Testemunhas
Namero Murganhos Tumor Murganhos Tumor :
de vezes .
—— - — — 1
2 154 1 166 165 '
3 108 2 * 100 100 ¢
4 58 0 40 40
5 12 0 20 20 :
* Estes tumores curaram-se espontineamente.

tumores desenvolvidos foi apenas de 3, um na segunda reim-
plantacio e 2 na terceira. Estes dois regressaram rapidamente.
O correspondente & segunda reimplantacao foi o tnico tumor
que se desenvolveu até a morte do murganho.

— 14 —



Cada experiéncia teve sempre um grupo testemunha, repre-
sentado também no Quadro I, em que apenas 1 murganho
do controle da segunda reimplantacao nao desenvolveu o tumor.

3.3 — Influéncia da irradiag¢ao de corpo inteiro no desen-
volvimento do S-37.

3.3.1 — Em murganhos que curaram o tumor.

Foram utilizados nesta experiéncia 46 murganhos que fo-
ram submetidos a uma dose de 400 r, corpo inteiro, antes da
reimplantac¢do do S-37. Quatro murganhos desenvolveram tumo-
TEes que cresceram pouco e regressaram completamente. Do
grupo testemunha, todos os 135 murganhos desenvolveram o
tumor, na forma usual.

Dos animais irradiados, apenas 1 morreu, sem tumor, um
més depois de irradiado. Todos os outros sobreviveram além
de 2 meses.

3.3.2 — Em murganhos normais.

Nos murganhos irradiados com 400 r, dose de corpo inteiro,
0 S-37 desenvolveu-se em 100 % de 144 e curou-se espontinea-
mente em 189%. No grupo testemunha, de 133 murganhos, o
3-37 desenvolveu-se cm 08 % ¢ regressou definitivamente em
30 % (Quadro IV).

QUADRO 1V
Evolucdo do S-37 em murganhos irradiados com 400r
l Animais irradiados Testemunhas
Expe-
riéncia | Murga- | Tumo- | Curas %o Murga-| Tumo- Curas %
nhos res curas nhos | res curas
29 18 18 6 339% 13 13 5 37 %
31 29 29 7 24 % 31 31 6 18 9%
36 27 27 0 0% 19 19 5 269
43 20 20 7 35 % 20 18 6 33 %
49 50 50 5 10 % 50 49 18 37 %
Total 144 144 25 i 189 133 ] 130 40 309%
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Graficos representando a evolucdo da 3-37 em murganhos préviamente irradiados com RX, dose 400 r, corpo inteiro
(tracos grossos) e a evolucdo nos grapos testemunhas nao irradiados (tragos finos). Cada ponto é a média das
medidas dos murganhces do grupo considerado. Os numeros representam a quantidade de murganhos medidos



O desenvolvimento dos tumores nos animais irradiados
estd representado nos graficos da figura 7 onde também se
mostra o crescimento do S-37 nos grupos testemunhas. Os pon-
tos tracados correspondem a média do crescimento dos tumores
em cada grupo. Verifica-se, nos murganhos irradiados, que o
tumor cresce nas primeiras semanas sempre mais rapidamente,
do que nos nio irradiados que acabam por atingir dimensodes
comuns aos submetidos a radiacao.

Murg)
40

36

Sobrevivéncia 144 murgannos
RX 400r + 537
M,: 23124804

S0

Rig. 8

Histograma relativo a sobrevivéncia de murganhos CF:
irradiadus com RX, 400 r, corpo inteiro, e implantados
com $8-37

A sobrevivéncia de animais irradiados com 400 r e implan-
tados com S-37, com uma quantidade de célulag de cerca de
1 milhdo, comparada com um grupo controle, nao irradiado e
transplantado com uma quantidade de células da mesma ordem
de grandeza, é nitidamente inferior no grupo dos murganhos
irradiados.

— 17 —



A média de vida dos murganhos irradiados é de
M, = 23,10 + 4,80 dias e no grupo nio irradiado é M, = 36,35 =
== 14,30 dias. O erro padrao das amostras é de 1,036 dias. A di-
ferenca de valores médios M, -~ M, = 11,1 dias, muito maior
do que duas vezes o erro padrao e portanto altamente signi-
ficativa quanto a diferenga das duas populacdes.

lAurg.
40

Sobrevivéncia 234 murganhos

implantados $37

Myz 36,35%14,3d

A_co a8 " Ss

Fig. 9
Histograma relativo & sobrevivéncia de murganhos CF,,
implaitados com 8-37, mas nilo irradiados

As figuras 8 e 9 mostram o histograma representativo dos
dois grupos considerados. A figura 8 refere-se a sobrevivéncia
de 144 murganhos irradiados com 400 r e que morreram com
o S-37, a figura 9 é respeitante & sobrevivéncia de 234 murga-
nhos que morreram com o sarcoma.
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3.4 — Influéncia do soro «imune» na evolucao do S-37.

3.4.1 — Em murganhos irradiados e implantados com o
S-37.

Foram irradiados 61 murganhos com 400 r, irradiacdo de
corpo inteiro, que em seguida foram implantados com S-37 €
comecaram a ser injectados com soro de murganhos curados.
do sarcoma. Como testemunhas empregaram-se 70 murganhos,
nas mesmas condicdes, mas que nao levaram soro (Quadro V).

QUADRO V

Influéncia do soro «imune» em murganhos irradiados
e implantados com S-37

Experiéncia ' Murganhos Tumores Curas % curas

o, 43 RX400 20 20 7 -85 %
| XPp- RX-400 + soro 15 15 4 '26 %
! o, 49 RX400 50 I 50 5 10 %
XPp- RX-400 + soro 46 46 11 .23 9%
RX-400 70 70 12 17 %

Total ' i
i RX-400 + soro 61 61 15 25'%

Nos dois grupos o tumor desenvolveu-se em 100 % dus animaig
e regressou em 179 das testemunhas e 25 9% des murganhos.
injectados com soro. Referente a estes dois grupos a prova de
significacdo estatistica do X* deu para este valor igual a 1,12
uma probabilidade P = 0,30 o gue & puuco significative. A evn-
lugdo do S-37 no que respeita a crescimento e sobrevivéncia,
foi semelhante nos dois grupos.

3.4.2 — Em murganhos implantados com S-37 mas nao
irradiados.

Dos 68 murganhos injectados com soro, desenvoulveram
tumor apenas 63 (92 %).. No grupo controle de 61 murganhos:
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0 S-37 desenvolveu-se em 59 (97%) (QuadroVI). As curas
espontaneas foram de 37 9% nos dois grupos. O crescimento do
tumor e as sobrevivéncias, igualmente, ndo foram influenciados
pela injeccao de soro.

QUADRO VI

Influéncia do soro «imune» em murganhos implantados com S-37
mas nao irradiados

Experiéncia Murganhos Tumores Curas % curas
B S-37 i 11 10 2 20 %
Xp. 43 g a7 4 soro 19 18 8 44 9
Exo. 49 S-37 50 49 20 4C %
xp- S-37 + soro 49 . 45 15 33 %
Total S-37 61 59 22 37T% |
ota $-37 + soro | 68 63 23 37% |

4 — CONCLUSOES E DISCUSSAO.

I — O S-37 desenvolveu-se em 99 9% das implantacdes efec-
tuadas em 809 murganhos machos da estirpe CF,, de idade
entre 8 e 10 semanas. Esta percentagem estid de acordo com
resultados obtidos por ANDERvVOT (1) e LEITER e KLINE (34)
com o mesmn tumar e em estirpes diferentes. '

O estudo da influéncia da quantidade de células implan-
tadas, no desenvolvimento do tumor revelou que se obtinha a
mesma percentagem de desenvolvimento do tumor inoculado
desde 0,05 X 10¢ a 6 X 10° células. A quantidade de células
influiu no ritmo de crescimento dos tumores, ocasionando uma
nitida diferenca de dimensdes particularmente até a terceira
semana de evolugdo (figs. 1 e 2). Notou-se ao fim da quarta
semana uma tendéncia para a uniformidade do tamanho dos
tumores que nio deixaram, contudo, de crescer, mas a um ritmo
mais lento.

Além da quantidade de células implantadas influir no
crescimento inicial mais ou menos rapido do tumor, também
influiu nas curas espontineas. Se bem que o niimero de animais
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utilizados nos diferentes grupos nao permita conclusdes defi-
nitivas, parece, contudo, que a vida média dos murganhos tam-
bém depende da quantidnde inicial de células inoculadas, uma
vez que o volume do tumor atinge tanto mais rapidamente os
valores maximos de desenvolvimento, quanto maior o nimero
de células injectadas. '

II — A evolucdo natural do S. 37 segue duas alternativas:
ou regressa espontineamente e se cura, ou evolui até a morte
do hospedeiro, que € o mais frequente.

A média de vida dos murganhos que morrem com o S-37,
num grupo de 234 implantado com uma quantidade de células
entre 0,8 X 10° e 1,7 X 10¢ (a quantidade mais empregada nas
nossas experiéncias) foi de 36,35 = 14,3 dias.

O fenémeno da regressao espontinea deu-se em 28 % da
totalidade dos murganhos, independentemente da quantidade
de células inoculadas. LEITER e KLEIN (34) descrevem-no entre
0 e 78 % em treze estirpes totalizando 2.000 murganhos, sendo
de 67 % nos murganhos CF,. IDILLER, BECK e BLAUCH (7) obser-
varam regressido do S-37 em 279% de murganhos CF,, fémeas
e 14 9% em machos. Nenhum dos autores refere a quantldade
de células neoplasicas implantadas.

Quando se considerou a importancia do nimero de celulas
na regressdo (Quadro II) verificou-se que, abaixo de 1 milhdo
se encontraram mais regressfies (46 %) do gue nos outros dois
grupos com maior quantidade de células (22 % e 25 % de regres-
sOes respectivamente entre 1 e 2 milhGes e entre 2 e 6 milhdes de
células). E de supor que a influéncia da quantidade de células
na regressao, dependa da cvolugao mais lenta dos tumores pro-
venientes de menor quantidade implantada. Deste modo o ani-
mal tem mais oportunidade de oferecer a sua resisténcia, espe-
cifica ou nao, ao desenvolvimento do tumor que se mantém
mais tempo e de menores dimensdes em contacto com o hospe-
deiro. RUSSEL (49) ja havia chamado a atengdo para o facto
de tumores que se desenvolviam pouco, servirem de mais «efi-
ciente antigéneo».

O aspecto da luta entre o tumor e o hospedeiro é bem
evidente nas regressdes temporarias (fig. 3) em que o tumor
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depois de ter diminuido muito de tamanho, volta a desenvol-
ver-se matando o animal. A regressao parcial observou-se em
3 % dos nossos animais.

Nas regressdes definitivas os murganhos foram seguidos:
entre 2 e 10 meses, sem que tenham gido observadas recidivas.

A maior frequéncia de regressdes do tumor iniciou-se de-
pois da segunda semana de evolucdo (fig. 4), com tumores de
dimensoes variadas. Este é mais um dado sugestivo da pro-
ducdo de substidncias antitumor, resultantes de mecanismos de:
defesa ainda niao esclarecidos (1, 2, 36, 40 e 57) aos quais a.
imunidade nido deve ser estranha, tanto mais que a producao
de anticorpos é um fendémeno progressivo necessitando de um
certo tempo para atingir os niveis maximos (54).

IIT — A reimplantacdo de murganhos que se curaram es-
pontaneamente do S-37 revelou que os animais passaram a ser
resistentes ao tumor, mesmo a quinta tentativa de implantacao.
Fizeram excepcao 1 em 154 murganhos, que morreu com tumor

.e¢ dois que desenvolveram um pequeno tumor que regressou.
Esta resisténcia a implantacdo ja citada por TYzZErR (57) em
1916, com diversos tumores em murganhos e ratos, tem sido
posteriormente comprovada e nela se tém baseado numerosas.
investiga¢Oes que procuram explicar o fendmeno pela imu-
nidade (9, 26, 28, 37, 44, 45 ¢ 51).

IV — A investigacio do fendémeno «imunitario», sugerido
pela resisténcia dos murganhos «imunes» a reimplantacao,.
levou-nos ao emprego do RX como inibidor dos mecanismos.
celulares.

A accao da radiacao sobre os mecanismos de imunidade,.
tem sido, recentemente, motivo de interesse de alguns investi-
gadores. A dose de radiacées que inibe a producao do anti-
corpos referida por TALIAFERRO e TALIAFERRO (56) e estudada
em pormenor por STONER (54 e 55) e HALE (22), levaram--
-nos a concluir que a dose de 400 r seria a iais conveniente:
para os nossos trabalhos, uma vez que é suficiente para inibir
a producdo de anticorpos sem provocar a morte de grande
numero de animais. O intervalo de tempo entre a irradiagdo-
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e a implantacdo do tumor foi sempre apenas de algumas horas
de acordo com experiéncias de FrrcH, WISSLER, LAVIA e
BARKER (13) e MAKINOHIAN e GEMGOZIAN (35).

Uma vez que a irradiagio, nestas circunstincias, nao afecta
anticorpos circulantes mas apenas o mecanismo celular que
os produz ou que é directamente responsavel pelos fenémenos
imunitarios, as nossas experiéncias comecaram pela irradiagao
dos murganhos resistentes & reimplantacdo do S-37. Num grupo
de 46 animais apenas 4 desenvolveram um pequeno tumor que
rapidamente regressou. Este resultado parece indicar que a
resisténcia ao tumor se di principalmente ao nivel humoral se
bem que nio seja de desprezar um provavel factor celular (36).

A irradiacio de murganhos normais seguida da primeira
implantacdo do S-37 mostrou que 1009% dos animais desen-
velveram o tumor que cresceu mais rapidamente do que os do
grupo testemunha (Fig. 7) e que sobreviveram menos tempo
que os do grupo nao irradiado, conforme o provou o calculo
estatistico efectuado (Figs. 8 e 9).

No que diz respeito a regressoes verificaram-se nos mur-
ganhos irradiados, 18 % de curas espontineas e 30 % nas tes-
temunhas. '

Conclui-se, portanto, que a dose de 400 r teve influéncia
nitida sobre a evolucdo do tumor manifestada no crescimento,
na regressao e na média de vida dos murganhos.

Se a irradiagdo inibiu a resposta imunitaria ou actuou ines-
pecificamente sobre as defesas do organismo nio nos é possivel
decidir. O facto de murganhos irradiados apresentarem regres-
sOes do tumor, ndo exclui a presenga de um mecanismo imuni-
tario, pois o efeito inibidor da radiacdo desaparece ao fim de
uma semana (13) com a recuperagao progressiva da integridade
celular. Nestas circunstincias ndo se pode excluir que alguns
animais recuperaram as suas defesas e reagiram contra o tumor.

O uso de doses maiores de RX tem a desvantagem de mataTr
0s animais ndo permitindo, portanto, tirar conclusdes senao
da fase respeitante ao desenvolvimento e evolugdo inicial do
tumor.

V — A irradiacio de murganhos normais alterou, como
vimos, a evolugdo do S-37 implantado, mas nao modificou
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substancialmente a resisténcia a reimplantagio de animais
«imunes». Por esta razao se tentou averiguar se a «imunidade»
era transmissivel pelo soro.

Comegamos por utilizar o soro «imune» em 61 murganhos
irradiados e implantados com S-37 (Quadro V), e verificAmos
que o crescimento do tumor e as sobrevivéncias foram seme-
lhantes ao grupo testemunha. As regressbées foram em maior
percentagem no grupo injectado com soro (25 %) do que no
grupo controle (17 %) mas, no entanto, estatisticamente estes
resultados nao sao significativos.

O soro «imune» injectado por via endovenosa em 68 mur-
ganhos implantados com S-37 ndo foi responsavel por alte-
racoes significativas na evolug¢ao do tumor, quando comparado
com o grupo testemunha (Quadro VI). No entanto teremos que
averiguar a razao por que, apenas 92 % dos munrganhos injec-
tados com soro desenvolveram tumor, facto verificado pela
primeira vez na nossa experiéncia e que podera deixar uma
porta aberta para futuras investigacoes.

A imunidade passiva dos tumores ja foi objecto de estudo
de TyzzER (57) em 1916, que nio a demonstrou. Posteriormente
tem sido investigada e os resultados nao tém sido concordantes.

GORER e AMOS (17) referem que células de linfoma podem
ser neutralizadas, in vitro, pelo anti-soro e observam transfe-
réncia passiva de imunidade, com o que concorda HELLSTROM
(25) no respeitante a cinco linfumas estudados, mas em sar-
comas nao conseguiu demonstrar este tipo de imunidade.
MiTcHISON (38 e 39) também considera o soro inefectivo na
passagem de imunidade e observa que os tumores parecem cres-
cer mais rapidamente quando os animaig sin injectados com
0 soro. KLEIN e SJOGREN (30) e KLEIN, SJOGREN e HELLSTRON
(31) chegam a resultados que sugerem a existéncia de meca-
nismos imunitarios, mas nao os demonstram, o mesmo acon-
tecendo com outros autores (48, 53 e 58). '

Concluindo, podemos dizer que no respeitante ao fenémeno
«imunitario» nao nos foi possivel transferir passivamente as
propriedades «imunitarias» do soro de murganhos tornados
resistentes ao S-37, a murganhos implantados recentemente
com o tumor. O facto de animais tornados «imunes» niao se
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terem modificado com a irradiacio, leva-nos a admitir, apesar
de tudo, que algum factor deve existir no soro, que nao se
transmitiria por dificuldades técnicas associadas & conserva-
¢ao do somo «imune».
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Sumadrio

A trangplantacfo do S-37 foi estudada, tendo-se verificado
que 99 % de 809 murganhos CF, desenvolveram o tumor. A evo-
lucdo deste em funcdo de uma quantidade de células variavel
foi analisada, tendo-se concluido que o nimero de células influi
no crescimento inicial do tumor, na cura espontinea e na média
de vida do murganho.

A reimplantacio do S-37 em murganhos que se curaram
do tumor revelou grande resisténcia dos animais ao sarcoma,
mesmo a quinta tentativa de reinoculagdo.

A irradiacdo com RX de murganhos na dose de 400 r, de
corpo inteiro, antes da implanta¢io do S-37 tornou a evolugao
do tumor mais rapida, encurtou a média de vida dos murga-
nhos e proporcionou uma mais baixa percentagem de curas
espontaneas.
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A irradiacao dos murganhos «imunes» e reimplantados nao
alterou a reac¢ao dos animais ao tumor. Nao foi possivel trans-
mitir passivamente, pelo soro de animais «imunes» qualquer
factor que influisse decisivamente na evolugio do sarcoma,
ainda que a percentagem de animais que desenvolveram o tumor
tivesse sido de 929, a mais baixa em todo o nosso trabalho.
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