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\TRODUCAO

Relatos de transplantes de linhagens celulares de tu-
: humanos em animais nude atimicos ressaltam a
Tvacao das caracteristicas biomorfologicas e fisio-
lcas originais dessas linhagens 224,
n linhagem celular tumoral humana KB (carcinoma
dermoide de boca) estabelecida in vitro desde 1954
isendo transplantada com sucesso, em ratos nude ati-
na Secdo de Anatomia Patologica do Instituto
lanta.
‘No presente trabalho sdo relatados os estudos mor-
c0s de microscopia Optica e eletrdnica realizados
imassas tumorais primitivas e metastaticas desenvol-
$nos animais transplantados, em oito passagens se-
as do tumor.

0 realizado com auxilio da FAPESP, CNPq, FEDIB, FUN-
' CNRS, na Secdo de Anatomia Patologica do Instituto Butanta,
Vado para publicagdo em 26/10/87.
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RESUMO — Estudos morfologicos de microscopia Optica e eletrénica foram realizados em tumo-
res crescidos em ratos nude atimicos, pos-transplantes de linha
epidermoide de boca (KB), desde a 12 inoculagdo realizada, até a 82

gem celular tumoral humana de carcinoma
passagem seriada do tumor nesses

animais. Os autores descrevem o aumento do volume celular e nuclear, bem como a elevagdo do ntimero
de mitoses e uma maior velocidade de crescimento da massa tumoral, a medida que as passagens seriadas
do tumor se sucedem. Também foi observado que, com o progredir dessas passagens, a reacdo inflamato-

MATERIAIS E METODOS

Utilizamos, neste estudo, 78 bidpsias de tumores de-
senvolvidos em ratos nude adultos e recém-nascidos, he-
terotransplantados com células da linhagem KB, desde a
1 inoculagido (P0) até a 82 passagem seriada do tumor
(P8).

Apbs a autopsia do animal, seguindo sua morte na-
tural ou sacrificio, foram retirados fragmentos da massa
tumoral primitiva, de eventuais metastases ¢ dos demais
Orgdos que foram submetidos ao exame histopatologico,
apos serem tratados pelos processos usuais da rotina his-
tologica (fixagdo em formalina 10% tamponada e colo-
racdo HE).

Da mesma forma, pequenos fragmentos da massa
tumoral foram preparados para exame ao microscopio
eletrénico, sendo para tanto fixados por duas horas em
glutaraldeido a 2% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,3, e
uma hora em tetréxido de dsmio a 1%, no mesmo tam-
pdo. Apos passagem overnight em acetato de uranila
0,5%, seguiu-se desidratacdo em série etanolica e embe-
bimento em resina Epon. Cortes finos (0,25 um) foram
contrastados com acetato de uranila 2% e citrato de
chumbo segundo Reynolds®. O exame das preparagoes
foi realizado em microscopio eletrénico Zeiss EM 9S.
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Fig. 1 — Corte histologico de massa tumoral transplantada inicialmen-
te (PO). Os blocos de células tumorais exibem caracteristicas epider-
maides, sendo predominantes elementos de citoplasma mais escuro e
praticamente sem figuras de mitose (HE, 200x).

Cortes semifinos (0,5 um) das mesmas inclusoes fo-
ram também preparados para exame ao microscopio Op-
tico e corados com solucdo de azul de toluidina 1% e
Azur 11 1% (1:1).

Da analise das preparagdes histologicas, foram le-
vantadas as medias dos valores cariométricos de 100 cé-
lulas das passagens PO, P2, P6, P7 ¢ P8. Para essa anali-
se, foi utilizada ocular cariométrica 8x e objetiva 100x. A
esses valores foi aplicado o teste estatistico ¢ de Student,
para um nivel de significancia P < 0,01 (99%), de acor-
do com a formula de Valleti ¢ Lison:

; II [DIL + DII | *
b= g

onde V é o volume nuclear, DI é o didmetro maior do nu-
cleo e DII é o diametro menor do nicleo.

Para essas mesmas passagens do tumor, foi calcula-
do o indice mitatico em 1.000 células, ao qual foi aplica-
do o teste estatistico de duas meédias.

RESULTADOS

O aspecto anatomopatologico do primeiro tumor
desenvolvido era de um carcinoma espinocelular, mode-
radamente diferenciado, caracterizado por proliferacao
de células que se assemelhavam as espinhosas, sendo es-
tas polimorfas, com arranjo em faixas, de citoplasma
cosinofilo mais claro ou escuro, nucleos hipercromati-

22 Acta Oncol. Bras. 8(1)

MITOSES

1000 CELS st
4
%
u
101

§ h i

PASSAGENS DO TUNOR

Grafico 1 — Curva demonstrativa do aumento do Indice mi
relacdo ao avanco das passagens seriadas, pela contagem de
células em cada passagem assinalada

cos, nucléolo proeminente € pequeno nimero dem
(fig. 1).

Com o decorrer das passagens seriadas e sucessi
o tumor sofreu algumas alteracdes morfologicas di
veis. As mitoses se tornaram mais freqiientes e
tes (grafico 1). Esse aumento do niimero de mito
estatisticamente significante para P < 0,01 (99%).
lulas de citoplasma mais escuro, gue predominaye
primeiras passagens, foram se entremeando outras
res, com citoplasma de aspecto mais claro e por veze
siculoso (fig. 2). Aplicado o teste estatistico  de
para os valores cariométricos, houve significancia p
P £ 0,01 (99%) (grafico 2). .

Nas passagens PO, P1 e P2, quase ndo se notava
¢do inflamatoria peritumoral. A partir da passa
o processo inflamatorio na periferia do tumor era
zes discreto, por vezes exuberante e caracterizava
infiltrado linfoplasmocitario e histiocitario, além de
senca de proliferagao fibrosa.

Em dois dos 16 casos de inoculagdo do tumol
sua passagem P3, em animais recém-nascidos, fi
tectadas metastases generalizadas, localizadas n
nio, figado, linfonodos mesentéricos, hilares e §
res. Macroscopicamente, essas melastases
zavam-se por massas de tecido mole, acinzent
recobriam o peritonio e o figado. No torax, havia@
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N ; ;
2 — Massa tumoral transplanta orais dis-

s em blocos mostram menor numero de células de citoplasma es-

10, maior nimero de mitoses e elementas de maior volume apare-
im (HE, 200x).

Lprimitiva na regido subaxilar esquerda, com compro-
fimento de linfonodos hilares e subaxilares. O figado
H€s€ntava massas irregulares com didmetros variando
2a lem. Havia também comprometimento de linfo-
MOS mesentericos. Em um desse

S €asos, ascite sero-
Emorragica também foi notada.

Histologicamente, gas metastases lembravam a sua
gem carcinomatosa

epidermoide, sendo, no entanto,
S indiferenciadas

. onde predominavam celulas de ci-
@sma claro e com grande nimero de mito
iCite também apresentou célul
B descritas para metastase.

ses (fig. 3).
as tumorais semelhan-

Um caso, dos 16 inoculados com g passagem P3, ¢
€as0s, dos 15 inoculados com a passagem P4, apre-
lAram metdastases pulmonares, localizadas em lobo
lonar, circunscritas e

de aspecto microscopico seme-
i€ 20 j4 descrito,

Houve regressao espontanea do tumor em trés casos
Ssagem P3, que serio objeto de publicacio & parte.
40 microscopio eletrénico, o nucleo das células
ds apresentava cromatina dispersa e um ou dois
Dlos grandes; o citoplasma, rico em ribossomos,
dva poucas faixas de reticulo endoplasmatico ru-
8. 4). Em sec¢oes orientadas mais favoravelmen-
arelho de Golgi moderadamente desenvolvido po-
servado. As mitocondrias eram pequenas e nu-
- Tonofilamentos nao eram comuns. Desmosso-
aros e, quando presentes eram atipicos e po-
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Fig. 3 — Metastase hepatic

géneas. O polimorfismo nuclear ndo é intenso. Chama a atenc3o a pre-
senca de elevado nimero de mitoses (HE, 200x).

a (P3). As células sio relativamente homo-
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Grafico 2 — Valores méd

ios do volume cariométrico revelados pela
medicdo de 100 células e

m cada passagem assinalada
bremente desenvolvidos. Projecoes citoplasmaticas se-
melhantes a espiculas ou rigidos microvilos podiam ser
vistos, direcionados para os espacos livres extracelulares,
fazendo lembrar a origem espinocelular dessas células.
Essas projecoes nao eram conectadas por complexos jun-
cionais.

As células mais escuras fram menores que as mais
claras; seu perfil nuclear, geralmente irregular, apresen-
tando cromatina tompacta e um ou dois nucléolos bem
desenvolvidos. Cisternas dilatadas do reticulo endoplas-
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Fig. 4 — Eletromicrografia de célula tumoral “clara’’. Citoplasma com
numerosos polirribossomaos livres. As setas apontam desmossomos

atipicos. D)
(7.000x).

porcédo citoplasmatica de uma célula tumoral escura

matico rugoso e mitocdndrias inchadas davam uma apa-
réncia vacuolizada ao citoplasma (fig. 5). A matriz cito-
plasmatica, nessas células, tinha uma densidade maior de
ribossomos livres e era mais eletrodensa que nas células
claras.

COMENTARIOS

Os resultados até entdo obtidos permitem-nos enu-
merar as seguintes conclusdes:

1) O componente celular do tumor, nas suas suces-
sivas passagens seriadas, ndo perdeu sua identidade mor-
fologica primitiva de carcinoma epidermoide espinoce-
lular;

2) A medida que as passagens seriadas do tumor se
sucediam, as celulas pareciam adquirir poder maior de
crescimento, revelado pelo tempo cada vez menor que se
necessitava para a visualiza¢do da massa tumoral;

3) A medida que as passagens seriadas do tumor se
sucediam, as células iam aumentando gradativamente de
volume, como se pode verificar pelo grafico 2;

4) Tambem, na sucessdo dessas passagens seriadas,
o numero de mitoses aumentou consideravelmente (gra-
fico 1);

5) O fato da existéncia de uma reacao inflamatoria
crescente, a partir da passagem 3, parece demonstrar que
as celulas tumorais pudessem ter adquirido graus maio-
res de antigenicidade, suscitando, assim, a rea¢ao do or-
ganismo hospedeiro;
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A
Fig. 5 — Eletromicrografia de células tumorais "‘escuras’.
mitdtica. Notem-se cisternas dilatadas do reticulo endoplasn
goso (R) e mitocondrias inchadas. N} nucleo com croma
compacta que nas células tumorais claras (7.000x).

6) As alteragdes de coloracido do citoplasma
lulas tumorais de mais escuro para predominan
mais claro podem indicar indiferenciagdo celular.
ra analisado posteriormente, com aplicagdo de n
logia utilizando anticorpos monoclonais especificos
queratina.
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SUMMARY

Morphological studies of optical and e
microscopy were done in tumors grown in athy
rats transplanted with human tumor cell line
Sfrom epidermoid mouth carcinoma (KB), since
inoculation till the 8" serial passage of the tumo
animals. The authors describe the increase of th
and nuclear volume, as well as the increase of th
of mitoses and a greater speed of growth of the li
mass throughout the serial passages. Also, with il
gress of the passages, it has an increase of thei
tory reaction of the host.
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O que acontece quando voca disca (011) 270-1233, de segunda a sexta-feira, das 8as 18 horas.

Na hora que vocé liga, uma voluntéria da Rede Feminina de Combate ao Cancer atende e pede o nimero da
informagdo que vocé escolheu (de 1a 60, lembre-se).

A resposta a sua consulta é uma grava¢do que dura até 2 1/2 minutos e que, no final, desliga o seu telefone,
automaticamente.
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