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dos tumores assim gerados.

'0DUCAO

Linhagens celulares neoplasicas malignas humanas,
tivadas in vitro, quando transplantadas em animais
de atimicos, tém mostrado maior sucesso que hetero-
nsplantes de tecidos tumorais frescos &+,

Em ambos 0s casos, no entanto, tem-se constatado
sses animais o freqiiente comportamento ndo metasta-
)desses tumores, fato que tem motivado pesquisas no
o de aplicar estratégias que favorecessem a obten-
)de metastases. Uma delas, por exemplo, € a utiliza-
¢ animais recém-nascidos nos quais a atividade ce-
-matura] killer (NK) é ainda incipiente ‘%567,

‘A obtengdo das metastases ajudaria ndo somente a
preensdo dos mecanismos favorecedores das mes-
5, como também a aproximar mais o comportamento
wmor experimental, do seu comportamento no hos-
¢iro humano original.
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RESUMO — Os AA. relatam o comportamento biologico de tumores crescidos em ratos nude,
pos-transplante de oito passagens sucessivas de linhagem celular tumoral humana (KB), enfatizando a
possibilidade de utilizagéio desse modelo experimental em estudos biologicos, fisiologicos e terapéuticos

No presente trabalho, relatamos o comportamento
biologico de linhagem celular tumoral humana, que,
transplantada em ratos nude atimicos, gerou a produgdo
de tumores e massas metastaticas. Trata-se da linhagem
KB, originaria de carcinoma de boca, humano, mantida
em cultura permanente desde 1954,

Enfatizamos, ainda, a possibilidade do uso desse
modelo experimental para estudos bioldgicos, fisiologi-
cos e terapéuticos dos tumores assim gerados.

MATERIAIS E METODOS

Células tumorais — Células da linhagem KB, adqui-
ridas do Instituto Adolfo Lutz, sio mantidas in vitro,
crescendo em monocamada, em meio Fagle suplementa-
do com 10% de soro bovino fetal.

Animais — Para os heterotransplantes, foram usa-
dos ratos nude homozigotos (rnu/nu), atimicos, de am-
bos os sexos, cujas matrizes foram provenientes do
CNRS (Franga) e que sdo mantidos em biotério proprio
da Secdo de Anatomia Patologica do Instituto Butanta
em condi¢des semiconvencionais. Oitenta e trés animais
adultos, entre um e dois meses de idade e 11 animais re-
cém-nascidos, com idade ndo superior a dois dias, foram
inoculados.

Inoculagées — Para a primeira inoculagdo, realiza-
da em animais adultos, as culturas celulares foram tripsi-
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nizadas (solugdo de tripsina 0,25% em PBS), lavadas em
meio Eagle e a suspensdo ajustada para 1 x 109 células/
ml, para serem inoculadas num volume final de 1ml/ani-
mal.

As demais inoculagdes foram sempre realizadas por
passagem seriada do tumor, de um animal a outro. Para
tanto, a massa tumoral em crescimento era extirpada em
condi¢des Otimas de assepsia, fragmentada numa placa
de Petri contendo meio Eagle e os fragmentos de cerca de
Imm? inoculados nos animais, com auxilio de um trocar-
te.

Todas as inoculagdes sucessivas, em nimero de oito,
foram realizadas subcutaneamente, na regido axilar do
animal®,

Avaliacdo do crescimento ftumoral — Os animais
inoculados eram observados diariamente, no sentido de
determinar o dia zero da visualizagdo da massa tumoral
em crescimento e sua evolugdo. Essa visualizagio se faz
possivel quando a massa tumoral alcanga cerca de 0,5¢cm,
No seu maior eixo.

Animais nos quais o crescimento da massa tumoral
era excessivo, conduzindo-o a um estado de caquexia,
eram sacrificados e submetidos 4 autdpsia.

Seis animais portadores de massa tumoral foram
preservados, a fim de se determinar o tempo de sobrevi-
da.

RESULTADOS E CONSIDERACOES

A inoculagdo de células KB em ratos adultos homo-
zigotos para o gene nude (rnu/nu) provocou o crescimen-
to de massa tumoral, no local da inoculagdo, em 82%
dos casos, sem que tivesse havido invasdo de tecidos sub-
jacentes ao subcutdneo ou propaga¢do a distdncia. Bi6p-
sias da massa tumoral puderam ser retransplantadas se-
riadamente, com sucesso, a outros animais geneticamen-
te semelhantes.

A implicagdo das células NK como mecanismo de
defesa exacerbado em animais nude %9 ¢ a possivel ine-
xisténcia dessas células ao nascimento ® foram o fato que
nos levou a inoculagdo das células KB em animais recém-
-nascidos, embora experimentos semelhantes com outras
linhagens celulares tumorais humanas ndo tivessem via-
bilizado crescimento tumoral. Em nossos experimentos,
a inoculagdo de células KB em ratos nude recém-nascidos’
também apresentou percentagem de sucesso semelhante
aquela de adultos (82%), embora o comportamento bio-
logico do tumor tenha se mostrado diverso. Assim, em
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56% dos animais inoculados houve, além do crescimen
da massa no local da inoculagio, o aparecimento de m
tastases multiplas, mesmo sem a remogdo da massa pi
mitiva, fator esse, segundo alguns autores %2, facilita
te da metastatizagdo.

As principais localiza¢gdes metastaticas foram g
contradas em pulmdes, figado, epiploon, linfonodos
sentéricos e axilares e bago. Formagao de ascite hemor!
gica foi encontrada em um dos casos. Excetuando-se:
metastases hepaticas, material tumoral colhido por bi
sias de outras metastases, inclusive de centrifugado de
quido ascitico, viabilizou crescimento tumoral em ¢
tros espécimens.

Inoculagdes de células KB, realizadas concomitan
mente em animais heterozigotos para o gene nude (r
+), tanto adultos quanto recém-nascidos, ndo resu
ram em qualquer manifestagdo de crescimento tumor:

Nos animais nude inoculados ao nascimento, am
sa tumoral do local da inoculagdo apareceu mais tard
mente e cresceu mais lentamente que nos adultos ((2
ia), parecendo haver relagdo inversa entre o tamanhg
massa local e o aparecimento de metastases. 4

Em trés animais adultos inoculados, observou-s
ndmeno de regressao espontdnea da massa tumo
massas, atingindo cerca de 7cm de didmetro, sol
um periodo estaciondrio de crescimento, apos o q
desaparecimento foi abrupto, restando macros
mente um nédulo endurecido no local anteriorm
ocupado pela massa. Tais estudos serdo objeto dep
cagdo futura. ‘

Os seis animais adultos portadores de massa tui
ral, que foram preservados para se determinar o
de sobrevida, chegaram a alcancar 108 dias, a cont:
data da visualizacdo da massa em crescimento. N
momento, o tamanho da massa era de cerca de 10g
seu maior eixo € ja ndo mais permitia a locomogio
animais, que foram entio sacrificados.

Concluindo, os resultados por n6s obtidos dem
tram que o modelo biol6gico experimental rn

TABELA
Tempo médio (em dias) para a visualizacdo de crescimento
de massa tumoral nas diversas passagens

PO P1 P2 P3 P4 PS5BS

Adultos 30 11 15 9 13 16 13
Peolme: . oL g ogn o ot
nascidos




Heterotransplante seriado de linhagem celular tumoral

humano KB ¢ um modelo promissor para estudos da
morfofisiologia do tumor e dos mecanismos de defesa do
fospedeiro, bem como para testes de drogas terapéuti-
¢as, a médio e longo prazo.

SUMMARY

The authors describe the biological behavior of tu-
mors grown in nude rats transplanted in 8 serial passages
With human tumor KB cell line, emphasizing the possibi-
lity of utilization of this experimental model in biological
imd physiological studies, as well as in therapeutic
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