“TUMORES ENCEFALICOS EXPERIMENTAIS NO RATO
DE LABORATORIO APOS O IMPLANTE DE CRISTAIS

DE METIL-COLANTRENO NA

CORTEX PARIETAL

(Coutribuicio ao estudo da carcinogénese experimental)

FELICIANO PINTO (**)

As preciosas observacoes iniciais
de Jamagiwa e Ichikawa (1915) Ken-
naway e Hieger (1930), Roussy e Rai-
leu (1930) ete...., relativas a obten-
cao experimental de tumores em ani-
mais normais, a partir de substancias
cancerigenas, abriram amplos horizon-
tes a pesquisa sobre a génese dos pro-
cessos néoplasicos.

A descoberta das propriedades
cancerigenas do 3,4 benzipiréno, bem
como do colantréno, metil-colantréno,
1,2,5,6 dibenzantrccéno, vieram facili-
tar sobremaneira os trabalhos experi-
mentais no domiinio da oncologia.

Dentre os diversos departamentos
organicos utilizados em tais estudos,
os 6rgdos nervosos e, particularmente
o encéfalo, oferecem condicoes extre-
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Congresso Internacional de Cancer realizado
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mamente favoraveis. Isto se deve ao
fato de que ai se encontram tecidos de
natureza histolégica variavel, oriundo
de pelo menos, dois folhetos embriona-
rios. Além disso, a frequéncia elevada
dos tumores nervosos no homem, leva
a crér que os tecidos neurais sejam alta-
mente sensiveis ao “estimulo” de subs-
tancias carcinogenéticas, encontradas
no organismo.

Entre o momento de aplicacao da
substancia cancerigena e, o apareci-
mento do tumor, hid um periodo de
tempo variavel, designado tempo de
inducdo (Paul Stainer), dependendo
da substancia empregada, do tecido, da
espécie animal, da dose. ..

Inimeros pesquisadores utiliza-
ram-se do sistema nervoso central,
como campo de observacao na produ-
cao experimental de tumores. Dentre
éstes, citam-se Weil; Oberling, Guérin
e Guérin; Shear; Ivan Bertrand e J.
Gruner; Peers; Ilfeld; Seligman e
Shear; Bailey e colaboradores; Zim-
merman e Arnold; além de outros.
Coube a Arthur Weil o mérito de ter
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relatado pela primeira vez em 1938 a
obtencao de tumores encefélicos no ra-
to, injetando o Styril 430.

A aplicacao de gase umedecida em
alcatrao, em contacto com o tecido ce-
rebral (animal?), praticada por Rous-
sy e Raileau, provocou necrose dos te-
cidos. Mais tarde, Roussy Oberling,
Guérin e Guérin, aplicando cristais de
benzipiréno sob a pia-mater em dez ra-
tos, ndo encontraram modificacoes lo-
cais, observando entretanto, em trés
animais que sobreviveram mais de dez
meses, adenomas hipofisarios de tipo
cromé6fobo. Askanazy, obteve sarco-
ma no rato ap6s a inje¢ao intraperito-
neal de benzipiréno em 6leo de oliva e,
o implante feito no cérebro de animal
homélogo resultou 8 semanas apés, no
aparecimento de um condroma no ven-
triculo lateral, medindo 5x6mm. A
injecao intracerebral de 0,5 cc. de ben-
zipiréno no coelho, resultou no desen-
volvimento de um condroma medindo
13x7Tmm com areas de condrossarcoma,
em uma observacao feita pelo mesmo
autor.

Weil em 1938 obteve, carcinoma
epidermoide tipico em um grupo de 6
animais injetados. Nos outros cinco,
formaram-se apenas granulomas.

Ivan Bertrand e Jean Gruner,
aplicaram em coelhos, o benzipiréno
cristalizado, utilizando como vetor a
lanolina. Na metade dos casos exami-
nados (?), ocorreram reacoes gliais
com hipertrofia gigante da meuroglia,
sem reacao glial e sem fibrose. Os
nucleos de tais células, adquiriam volu-
me dez vézes maiores que o da astro-
glia normal. Compararam tais nicleos
as formas gliais observadas na Enfer-
midade de Wilson e Pseudo-esclerose de
Westphal, admitindo um determinismo

fisiopatolégico analogo entre a ili"if:qxiv-
cagao pelo benzipiréno e os sintorﬁas i
hepatolenticulares, o que, para o autor"
indicava de maneira inequivoca, as re-
lagoes estruturais entre os sais biliares
e 0s hidrocarbonetos cancerigenos.

Peers em 1939, implantou peque-
nos cilindros de dibenzantracéno-coles-
terol a 5%, no cérebro de 81 camun-
dongos. Déstes animais, 51 sobrevi-
veram mais de 6 meses. Nao foi obti-
do um tnico glioma durante os 10 me-
ses que se seguiram a aplicacdo. O
autor conclui pela reacio lenta ou, fal-
ta absoluta de reacado dos tecidos ner-
vosos incluindo as meninges, aos esti-
mulos carcinogenéticos de 1,2,5,6 diben-
zantracéno.

Bailey e colaboradores utilizando
caes, obtiveram fibrossarcoma da dura-
mater trabaihando com metil-colan-
tréno.

Os mais interessantes estudos so-
bre o assunto, referem-se ao excelente
trabalho de Seligman e Shear, os quais
utilizando ratos de laboratério, obti-
veram uma grande variedade de tumo-
res cerebrais, empregando sempre o
mesmo tipo de substancia, a mesma
dose, a mesma regido de aplicacdo. Os
estudos de Sel. e Shear, além do mais,
vém provar que os tecidos neurais sao
sensiveis a aplicacdo de substancias
cancerigenas, havendo reacdo de quase
todos os elementos celulares que consti-
tuem os tecidos nervosos.

Em uma série de 20 animais uti-
lizados na experiéncia, devidamente
catalogados e observados, foram obti-
das 13 respostas positivas, com um to-
tal de 11 gliomas e 2 fibrosarcomas.
Os 7 animais restantes, nao apresenta-
ram qualquer reacdo neuroglial. Den-
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tre os gliomas, o autor alinhou de acor-
do com sua designacdo:

2 oligodendrogliomas.
1 glioblastoma multiforme.

1 espongioblastoma  multiforme.
1 espongioblastoma polar.

2 espongioblastoma bipolares.

1 pinealoma.

1 ependimoma.

2 neuroepiteliomas.

Devemos assinalar que em alguns
casos, o diagnéstico histolégico nos pa-
receu duvidoso; rato 7, oligodendro-
glioma, diagnosticado como pinelaoma;
rato 11, diagnosticado como ependimo-
ma, embora o aspecto histolégico reve-
lando a existéncia de palissadas, necro-
se e figuras de mitose, nos faca crer
em um glioblastoma; rato 13, diagnos-
ticado astrocitoma fibrilar parecendo
entretanto tratar-se de oligodendroglio-
ma. Observacoes idénticas haviam
sido feitas por Ziilch em sua excelente
monografia, no capitulo de tumores
experimentais.

Postas de lado estas pequenas ob-
servacoes, o magnifico trabalho de Se-
ligman e Shear, realizado com notavel
critério cientifico, veio mostrar, ao
contrario das conclusdes de Peers com
0 “1,2,5,6 dibenzantraceno”, que o cére-
bro e as meninges sdo altamente sensi-
veis ao estimulo do metil-colantréno.

O chamado tempo de inducao, de-
finido por Stainer como o periodo de-
corrido entre o momento de aplicacao
da substancia cancerigena e o apareci-
mento do blastoma, variou nas obser-
vacoes dos citados autores de 227 dias
(tempo minimo) a 407 dias (tempo
maximo). Cumpre ressaltar que o
conceito de Stainer, refere-se aos tumo-
res cutaneos, facilmente surpreendidos

pela inspecdo e palpacido. No que se
refere ao sistema nervoso central, o
tempo de inducdo podera talvez ser de-
finido, como o periodo que decorre en-
tre o momento de aplicacdo e o apare-
cimento dos primeiros sinais de doenca.

Peers em 1940, estudando as res-
postas do sistema nervoso central a
aplicacdo do metil-colantréno, notou
que os meduloblastomas diferenciavam-
se a partir do ponto de contacto do
“pellet” com a substancia cinzenta da
cortex. O glioblastoma, ao contrario,
parecia originar-se abaixo da cértex,
no ponto de contacto do hidro-carbo-
neto com a substancia branca da coroa
radiada e fornix.

Muito interessantes sio ainda as
observacoes de Zimmerman e Arnold,
0s quais implantaram o metil-colantreé-
no em diversos pontos (meninges, cére-
bro, cerebelo...), obtendo um medul-
loblastoma no cérebro e, um glioblas-
toma no cerebelo. E curioso assinalar,
que o glioblastoma é considerado como
inexistente em sua localizacdo cerebe-
lar, no homem, salvo quando metasta-
tico.

Varias outras contribuicoes inte-
ressantes a neuropatologia, tém sido
fornecidas pela carcinogénese experi-
mental. Os ultimos autores citados,
conseguiram transplantar o glioblas-
toma obtido no camundongo, para o
tecido subcutaneo de animais homolo-
20s. Apbés uma série de linhagens
sucessivas, a partir do tumor primi-
tivo, heteromorfo, foram obtidas for-
mas puras de ependi moma, oligoden-
droglioma, astrocitoma e espongioblas-
toma polar.

Russel, obteve dois gangliocito-
mas usando o metilecolantréno; Vas-
quez-Lopes, apés administrar o *‘2ace-
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Fig.1, a e b: Em a (rato n. 3), observa-se no hemis-
fério direito, tecido de coloracao esbranquicada, ocupan-
do o centro semi-oval correspondente, contrastando
nitidamente do tecido normal. A parte central, de
coloracdo escura, continha restos da substancia can-
cerigena.
Em b (rato n. 4), observa-se volumosa néoplasia,
ocupando praticamente todo o hemisfério direito, deter-
minando, o bombeamento das estruturas nervosas para
o lado oposto. Nota-se a nitida delimitacio do pro-
cesso, em cujo centro existiam fragmentos de metil-
colantréno.
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tylaminofluorina” obteve glioma no
rato; Uehlinger, obteve “‘tumores cere-
brais” apés a implantacdo de tério ra-
dioativo no cérebro de ratos.

Nossas observagbes referem-se a
um grupo de 10 animais, submetidos
ao implante de “cilindros” de metil-
colantréno, de acordo com o método
preconizado por Seligman e Shear.

Os animais utilizados, foram os
ratos brancos de laboratério sem que
tivessem sido submetidos a qualquer
método de selecao. Elegemos sempre
a regiao parietal direita, praticando a
trepanacdo craneana com broca cilin-
drica de aproximadamente 0,5mm de
diametro, precedida de anestesia pelo
éter. Apoés a abertura éssea, introdu-
ziamos o cilindro de metil-colantréno
(o qual, de acordo com os calculos de
Seligman e Shear deveriam conter
aproximadamente 5mg da substancia)
em pleno tecido cerebral, procedendo-se
a seguir o fechamento da ferida opera-
toria.

Os animais foram cuidadosamente
observados tentando surpreender-se os
menores sinais de doenca.

O rato n.? 3, foi encontrado morto
exatamente 30 dias ap6és o implante.
O exame da superficie cerebral, reve-
lou a existéncia de lesao cortical, de
contérno circular, ao nivel do lobo pa-
rietal direito. O corte frontal passan-
do a este nivel, evidenciou a presenca
da substancia cancerigena contornada
por tecido de coloragdo esbranquicada,
consistente, formando um anel em tor-
no do cilindro, contrastando nitidamen-
te com o tecido nervoso vizinho, exten-
dendo-se em profundidade, desde o
corpo caloso as regices da base do cé-
rebro. Auséncia de fenomenos de des-
locamento de massas (Fi1G. 1a).

O exame histolégico dos prepara-
dos corados pelo método de hematoxili-
naeosina, revelou zonas de aspecto mi-
croscopico distinto. Assim, notava-se
na parte central uma &area acelular,
onde se podiam ver restos dos cristais
de metil-colantréno contornados por
substancia homogénea, corada em ro-
seo. Neste ponto ndo se distinguia
qualquer elemento celular. Este tre-
cho transformava-se gradualmente em
uma area, onde se podia observar a
existéncia de numerosos restos celula-
res, a qual sofrera necrose total. Es-
parsamente viam-se fragmentos nu-
cleares, tornando-se impossivel distin-
guir a natureza histolégica dos mes-
mos.

Em seguida, contornando as zonas
supra citadas, encontrava-se uma ter-
ceira, caracterizada histologicamente
pela intensa participacao dos elementos
neurogliais, com acentuada predomi-
rancia de formas astrocitarias, além
de fibrose glial. O tecido conjuntivo
participava ativamente do fendmeno
sob a forma de intensa proliferacao
vascular (FIG. 2.a), notando-se, parti-
cularmente nas zonas marginais, uma
intensa proliferacdo capilar, idéntica a
observada na periferia dos blastomas
encefalicos de natureza glial no homem.

As células, representadas por nu-
cleos de diversa morfologia, permitiam
reconhecer elementos arredondados, hi-
percromaticos, identificaveis a oligo-
dendoglia. Predominando no quadro
histolégico, notavam-se formas mais
volumosas, ovalares, com a cromatina
disposta em finos granulos, frequente-
mente contornados por citoplasma pou-
co abundante, corando-se em réseo. O
contorno déstes elementos, era irregu-
lar, poliédrico, emitindo freqlientemen-



Fig. 2 a e b — 'Rato 3 a) Aspecto histolégico observado em peq. aumento,
nas porcoes correspondentes a 2a. e 3a. zona. Pode-se vér nitidamente a
zona da necrose parcial transformando-se gradualmente em um sitio onde
predominam os elementos neurogliais e, conjuntivos sob forma de intensa
proliferag¢ao vascular,
Em b, nota-se com maior aumento, a natureza histolégica das células, predo-
minando as formas astrocitdrvias, vendo-se com muito nitidez, trés déstes
elementos. Colora¢ao pela Hematoxilina-eosina.

Fig. 8. « e b — Em a, rato 3, observa-se com grande aumento, elementos

arredondados, de niucleos hiperarométicos (oligondendroglia) de permeio com

formas celulares mais volumosas, multinuleadas. No angulo superior externo,

pode-se notar um astrocito, com nicleo excéntrico e citoplasma vacuolisado.

Em b, rato 4. Blastoma de mediana riqueza celular, predominando as formas:
ovalares.
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te nitidos prolongamentos de expessu-
ra e dimensodes variaveis (FI1G. 2b.).
Era freqiiente observar-se a situacao
excéntrica do ntcleo (FIG. 3a) bem
como formas multinucleares.

A predominancia de formas astro-
citarias, além de fibrose glial, permi-
tiu-nos o diagnéstico de astrocitoma
fibrilar.

O rato n.° 4 foi sacrificado 40 dias
ap6és o implante. O animal apresen-
tava-se inativo, inapetente, movendo-se
com muita dificuldade.

O exame da superficie encefélica
permitia observar nitidos sinais de hi-
pertensdo intracraneana, com aumento
de volume do hemisfério direito e apa-
gamento das vascularizacdo cortical,
em nitido contraste com o lado es-
querdo.

Os cortes frontais revelaram a
existéncia de volumosa massa de aspec-
to blastomatoso, de contornos bem cir-
cunscritos, localizada ao nivel do lobo
parietal direito, fazendo proeminéncia
na superficie cerebral e estendendo-se
desde a cértex da convexidade cerebral,
até a base do 6rgdo, ocupando toda a
regido correspondente ao centro semi-
oval e nucleos basais (F16. 1b.). Pra-
ticamente, poder-se-ia dizer, o hemis-
fério direito fora substituido pela néo-
formacao (F1G. 1b). Presenca de res-
tos de cristais no seio do tumor. Os
sinais de deslocamento de massas, eram
evidentes, notando-se nitido bombea-
mento da face medial do hemisfério di-
reito para o lado oposto.

A nitida delimitagido do processo

€ o aspecto macroscopico, eram bas-
tante sugestivos de tratar-se no caso,
de um leptomeningedoma.

O exame histologico, revelou 1)
zona central de liquefacdo, com persis-
téncia de fragmentos de cristal de me-

til-colantréno. 2) zona de necrose
total, observando-se numerosos restos
nucleares formando um manguito em
torno da zona precedente. 3) zona de
proliferacdo celular podendo-se obser-
var o nitido carater conjuntivo das cé-
lulas que constituem esta zona. Pre-
dominam as formas ovalares ou alon-
gadas com disposicdo freqiientemente
fusiforme (FIG. 3b), escasso citoplas-
ma, tendéncia em alguns pontos para
a disposicdo em enovelados idénticos
aos observados nos Jeptomeningeomas
humanos (F16. 4a.). Vasos sob a for-
ma de delicados capilares. Raras mi-
toses. Em alguns sitios, observava-se
a existéncia de infiltrados perivascula-
res, constituidos por células redondas
(F1G. 4b.). O aspecto histolégico em
seu conjunto, nao diferia do observado
nos meningeomas de tipo endotelital.

O rato n.° 1 foi sacrificado 15 dias
apos o implante, observando-se os frag-
mentos do cilindro de metil-colantréno
incrustados na substancia nervosa.
Auséncia de reacdo parenquimatosa
que pudesse sugerir atividade néopla-
sica. Os ratos 2 e 5 morreram logo
apés o implante em consequéncia de
hemorragia ventricular. O rato 6, 53
dias apés o implante foi sacrificado,
constatando-se a existéncia de volu-
moso abcesso no hemisfério cerebral
direito.

Os animais restantes, sacrificados
sem que tivessem apresentado qualquer
sintoma de doenca, ao completar 90
dias ap6s o implante, nada apresenta-
ram de anormal do ponto de vista his-
tologico.

COMENTARIO

Em 10 animais utilizados nas ex-
periéncias em que foi empregado o me-
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Fig. 4, @ e b — Rato 4. Em a, observa-se no ponto assinalado pelas setas,

as células aglomeradas, adquirindo disposicio psamomatosa idéntica & obser-
vada nos lepto-meningeomas humanos.

Em b, infiltrado perisvascular, de células redondas, observado na periferia

da zona necrotica.
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til-colantréno, reconhecido como um dos
mais potentes carcinogenéticos, foram
obtidas respostas positivas em 2 ani-
mais (rato 3 e 4), apés um tempo de
inducao rapido, de 30 e 40 dias res-
pectivamente.

O exame anatomico do encéfalo do
rato n.° 3 revelou nos cortes transver-
sais tecido de coloracdo esbranquica-
da, espésso, contornando os restos da
substancia cancerigena. O exame his-
tolégico evidenciou intensa prolifera-
cao glial, com participacao ativa do te-
cido conjuntivo sob forma de capilares
néo-formados. A predominancia de
formas astrocitarias e, fibrose glial,
permitiram o diagnéstico de astrocito-
ma fibrilar.

O rato n.° 4 apresentou volumosa
neoplasia parietal, deformando o he-
misfério direito e determinando o bom-
beamento das estruturas cerebrais para
o lado oposto. O exame histolégico
revelou blastoma de natureza conjun-
tiva, constituido de células fusiformes
adquirindo em alguns pontos tendén-
cia & formacao de enovelados. O as-
pecto microscépico era idéntico ao
observado nos leptomeningedmas de
tipo endotelial, no homem.

As observacoes acima, mostraram

a possibilidade de obter-se de maneira

relativamente rapida, tumores encefa-
licos de natureza histolégica bem defi-
nida. Em linhas gerais, pode-se dizer
que os tumores obtidos experimental-
mente assemelham-se aos observados
na patologia humana. As zonas de ne-
crose central, observadas nos pontos de
contacto do tecido nervoso com a subs-
tancia cancerigena sdo facilmente ex-
plicados pela acao téxica exercida pela
mesma.

Intimeras contribuicées foram ja
fornecidag pelos estudos experimentais,
como a possibilidade de desenvolvimen-
to de tumores nervosos fora do sistema
nervoso central em implantes subcuta-
neos, ao contrario do que se julgava.
A histogénese e a terapéutica experi-
mental, provavelmente, muito terdo a
lucrar :om a evolucdo de tais estudos.
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