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RESUMO — O efeito antitumoral do BCG ja foi atribuido a ativacdo de células T, macrofagos,
células NK, resposta do SRE e respostas inespecificas. Neste trabalho, foi utilizado um modelo experi-
mental (rato nude atimico), congenitamente desprovido de células T e em faixa etaria que ainda ndo tenha
tido maturacdo de células NK. O tumor inoculado e desenvolvido nesses ratos foi o KB (carcinoma epi-
dermoide de boca, humano) em suas passagens 6 a 14; o modificador de resposta biologica (MRB) foi o
onco BCG (cepa Moreau-Sao Paulo), produzido pelo Instituto Butantd. Os resultados demonstraram
que, quando o BCG era administrado oito dias antes da inocula¢do do tumor, desenvolvia-se uma prote-
¢do, que se traduzia pela diminuigdo da percentagem de pega tumoral e da incidéncia de metastases, bem
como pelo aumento da sobrevida dos animais portadores de tumor. Ao que tudo indica, tais efeitos sio

independentes da presenca de células T e NK.

INTRODUCAQ

Foi a partir de 1956, cerca de 50 anos apos sua desco-
berta, que o BCG comegou a ser investigado como um
potenciador ndo especifico do sistema imune com efei-
to protetor contra neoplasias humanas e experimen-
tais (2—4,8,]8]_

Sendo os fatores que afetam o desenvolvimento tu-
moral, até certo ponto dependentes da imunidade do hos-
pedeiro, qualquer agente que estimule ou deprima o siste-
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ma imune seria também, indiretamente, capaz de a
esse desenvolvimento.

O BCG, nio fugindo a essa regra, poderia agir
todo um espectro de fendmenos imunes especificos e
especificos dos mamiferos, afetando diferentes tipos (
lulares ou um tipo celular como denominador comum
Ha autores que acreditam ser o efeito antitumoral
BCG devido a ativagdo de células T®, macrofagos
lulas NK @229 resposta do-SRE com estimulo de sua
pacidade fagocitica®, ou mesmo uma resposta inespeci
ca através de um processo inflamatorio 129, #

O modelo experimental utilizado no presente trab
lho, sendo congenitamente desprovido de células Teny
ma faixa etaria em que as células NK ainda nio se
presentes, anula algumas das varidveis que afetam o
plexo tumor/hospedeiro/modificador de resposta bio
gica (MRB).

Outras variaveis, concernentes a utilizacio do BC
que também sdo discutidas na literatura como pre mo
ras de resultados diversos, tais como diferentes
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inoculagdo do MRB %3 dosagem 9 e diferentes cepas
utilizadas *"'», foram mantidas constantes em nossos ex-
perimentos.

MATERIAL E METODOS

Constituic@o dos grupos experimentais — Ninhadas
de ratos nude atimicos, com idade ndo superior a dois
dias, foram subdivididas em cinco grupos experimentais,
conforme mostra a tabela 1.

BCG — O onco BCG utilizado foi produzido no
proprio Instituto Butantd através da cepa Moreau-Sdo
Paulo contendo, segundo as normas de estandardizacgio
da OMS, pelo menos trés milhdes de particulas/mg ", A
cada partida de onco BCG utilizada era realizado o teste
de consumo de O,, ndo devendo este ser menor que
0,500 u 1/mg/h.

A via de inoculagdo selecionada para esses experi-
‘mentos foi a subcutanea, na regido axilar direita do ani-
‘mal.

A dosagem utilizada foi lmg de BCG, num volume
final de 0,1ml em meio de Souton.

Tumor KB — Originalmente, a linhagem celular KB
(carcinoma epidermoide de boca, humano) foi adquirida
do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo) e transplantada se-
riadamente em ratos nude.

No presente estudo, foram utilizadas as passagens 6
a 14 nesses animais. Para tanto, fragmentos da massa tu-
moral, de cerca de Imm®, foram implantados subcuta-

ente, na regido axilar esquerda do animal.

Seguimento dos animais inoculados — Os animais

am examinados a cada dois dias, para se determinar a
evolugdo macroscopica do tumor transplantado.

O sacrificio dos animais em cada grupo foi progra-

do aos 30, 45 e 60 dias apo6s a inoculagdo. Os demais

TABELA 1
Representagdo dos diferentes grupos experimentais de ratos ‘‘nude’’
inoculados com tumor e/ou BCG

Grupos N? de animais . . "
. 5 Tipos de inoculacoes
entais inoculados
Gl 37 somente tumor
G2 51 tumor + BCG concomitantes
G3 44 tumor e apos 8 dias BCG
G4 43 BCG e apos 8 dias tumor
G5 43 somente BCG

componentes do grupo foram preservados para se deter-
minar o tempo de sobrevida.

Procederam-se as necropsias dos animais e ao exame
histopatoldgico de pele do local da inoculagdo do tumor,
pele do local da inoculagdo do BCG, pulmdes, coracio,
figado, baco, rins, linfonodos e massa tumoral, quando
existente. A coleta das biopsias foi feita em formol 10%
tamponado, tendo sido aplicados os processos histologi-
cos rotineiros de preparo e coloragdo das ldminas por
H.E. e outros, quando necessarios. Os dados referentes
aos exames histopatologicos serdo motivo de publicagdo
a parte.

RESULTADOS

Incidéncia de crescimento tumoral — A tabela 2.re-
trata a percentagem de incidéncia de crescimento tumoral
nos diferentes grupos experimentais.

O grupo G5 ndo estara representado nas tabelas,
pois s0 recebeu inoculagdo do BCG. Dos 43 animais ino-
culados nesse grupo, nenhum desenvolveu qualquer tu-
mor ou qualquer estado de morbidade ou mortalidade
que pudesse ser atribuivel & infec¢do pelo BCG.

Os testes estatisticos de homogeneidade em tabelas
de contingéncia revelaram que os valores da incidéncia
tumoral para os grupos Gl, G2 e G3 (84%, 76% e 77%
respectivamente) sdo estatisticamente iguais entre si (p =
0,6781), mas diferem estatisticamente do valor do grupo
G4 (p = 0,0134).

Presenca de metdstases — A presenca de metastases,
independente do grupo experimental em questio, se deu
no tempo minimo de 45 dias; a grande maioria deles so se
evidenciou aos 60 e 90 dias apos a inoculagdo do frag-
mento tumoral. Nos 6rgéos, suas principais localizagdes
foram nos pulmdées.

TABELA 2
Incidéncia de desenvolvimento tumoral nos diferentes grupos
experimentais, inoculados com o tumor e 0 BCG

Grupos N? de animais Animais que
experimentais inoculados desenvolveram tumor
Gl 37 31 (84%)

G2 51 39 (76%)

G3 44 34 (77%)

G4 43 25 (53%)*

* Estatisticamente significante
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Como mostra a tabela 3, a incidéncia de metastases
no grupo G4 foi mais baixa (3%) que nos demais grupos
(9%, 9% e 11% respectivamente), porém o teste de ho-
mogeneidade dos quatro grupos ndo mostrou diferenca
significante (p = 0,7711).

Sobrevida — A tabela 4 mostra os valores minimo,
maximo e médio (em dias) da sobrevida dos animais re-
presentantes de cada grupo experimental.

No grafico 1 visualizamos o deslocamento favoravel
a0 aumento desse tempo de sobrevida nos animais imuni-
zados pelo BCG, em particular aqueles do grupo G4.

CONCLUSOES

Os resultados acima expostos parecem indicar que o
BCG inoculado antes do tumor (G4) confere ao animal
protecdo capaz de diminuir tanto a percentagem de pega
tumoral, quanto o desenvolvimento de metastases. Resul-
tados semelhantes foram relatados por Old et al. ", pos-
tulando esses autores, ainda, agdo protetora do BCG que
durava até dois meses.

A inoculagido da massa tumoral ¢ do BCG a qual-
quer tempo confere aos animais portadores de tumor
maior longevidade, especialmente aqueles do G4, quando
comparada com o grupo no qual foi somente inoculado
tumor sem BCG, conforme mostra o grafico 1.

BiAS

GRUPDS
EXPERINENTAIS

El Gz lu‘a 6,

TABELA 3
Incidéncia de metastases tumorais nos diferentes grupos experimentais,
inoculados com o tumor e 0 BCG

Grupos Animais que Animais que
experimentais desenvolveram tumor desenvolveram metdistases
Gl 31 3 (9%)
G2 39 4 (9%)
G3 34 4 (11%)
G4 25 1 (3%)

TABELA 4
Valores de sobrevida (minimo, maximo e médio),
para cada grupo

Grupos Sobrevida (em dias)
experimentais Min. Max. Meédia
Gl 60 73 66
G2 86 138 115
G3 80 193 105
G4 88 261 145

Grafico 1 — Visdo gréafica da variacdo de sobrevida média dos animais
portadores de massa tumoral, nos diferentes grupos experimentais

O estado de caquexia dos animais portadores de tu-
mor também foi retardado nos animais pertencentes aos
grupos G2, G3 e G4.

Embora alguns autores!'® sugiram que a prote¢do
conferida pelo BCG contra tumor se faca pelo recruta-
mento de linfocitos T sensibilizados, no local da inocula-
¢do do tumor, nosso modelo experimental, congenita-
mente desprovido de células T, parece mostrar o contré-
rio, concordando, portanto, com os achados de Moore ef
al. " em animais T deficientes, e Pimm e Baldwin®? em
camundongos nude atimicos que mostraram que um tu=
mor de rato crescia progressivamente se inoculado sozi-
nho, mas seu crescimento era suprimido quando BCGera
também administrado. 4

Ha autores ?*#?) que assinalam em animais e na es-
pécie humana rapido aumento da atividade celular NK
apos inoculagdo de agentes como o BCG, o que poderia
promover uma regressao tumoral.
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Em roedores, no entanto, a atividade celular NK nio
est4 presente ao nascimento, mas se desenvolve apos a 4?2
semana e alcanga seu pico apoés oito semanas de vida 1%,

Em nosso modelo experimental, as inoculagdes, tan-
to do tumor quanto ao BCG, foram realizadas com no
maximo dez dias de vida do animal, portanto quando as
células NK ainda nido estariam presentes, segundo Her-
berman et al. "9 e Glimcher et al.”. Restar-nos-ia com-
provar se tais células seriam prematuramente ativadas
com a inoculagdo desse MRB, como postulado por San-
toli et al. ®®, Welsh et al. @ e Wolfe et al. **, ou se outros
tipos celulares, entre os quais os macrofagos seriam for-
tes candidatos, estariam sendo ativados pelo BCG, agin-
do, portanto, como inibidores do crescimento tumoral,
como proposto por Meltzer ef al. %,

Finalizando, resta-nos comentar que, diante das res-
postas que obtivemos com tal metodologia, o contato di-
reto entre as micobactérias e o tumor, preconizado por
alguns autores™® como imprescindivel para que haja o
efeito inibidor do MRB sobre o tumor, parece ndo ser
condigdio sine qua non para essa resposta inibitéria. Em
nossos animais, mesmo inoculados BCG e tumor em pon-
tos opostos, esse efeito se fez presente.

SUMMARY

The antitumoral effect of BCG has been attributed
to the activation of T cells, macrophages, NK cells, re-
sponses of RES and inespecific responses.

An experimental model (athymic nude rat), congeni-
tally depleted of T cells and in an age range where the ma-
turation of NK cells was still absent, was utilized in the
present work.

The tumor innoculated and developed in these rats
‘was the KB (human epidermoid carcinoma of the mouth)
in the passages 6 to 14, the modifier of the biological re-
onse (MBR) was the onco BCG (Moreau-Sdo Paulo
train), produced by the Instituto Butantan.

The results demonstrated that, when the BCG was
admnistered 8 days before the innoculation of the tumor,
it develops a kind of protection of the animal, that was
shown by the decrease of the percentage of tumoral takes
nd metastase incidence, as well as by the increase on sur-
ival of animals carrying tumor masses.

F seems that these effects are independent of the pre-
sence of T and NK cells.
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