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Resumo

O trabalho apresenta os resultados da observagao do comportamento de um fibrossarcoma
quimicamente induzido e transplantado em gerbil, no que diz respeito a suas caracteristicas de
crescimento, incidéncia, periodo de laténcia e reagdo do hospedeiro. A inoculagido subcutanea de
células tumorais em suspensio obtidas de animais portadores de fibrossarcoma intraperitoneal e
tratados ou ndo com éleo mineral, grupo A e B, respectivamente, deu origem, com alta freqiéncia nos
dois grupos, atumores com caracteristicas semelhantes ao tumor primitivo. Porém o tempo de laténcia
foi significativamente menor no grupo A. O ritmo de crescimento do tumor foi similar entre os grupos e
a andlise de todos os dados retratou uma curva inicialmente exponencial, tendendo a convexa no
decorrer do tempo, o que foi também demonstrado por um crescente tempo de duplicagao da area
tumoral. Durante o periodo experimental os animais portadores de fibrossarcoma apresentaram perda
de peso corporal livre do tumor, sendo este fato interpretado como uma manifestagéo inicial de
caquexia, associada a progressao das neoplasias. O peso dos tumores no dia do sacrificio apresen-
tou correlag&o significativa com a drea tumoral e permitiu a elaboragéo de uma reta de regresséo linear,
que pode ser usada para inferir o peso de tumores do mesmo tipo a partir de medidas externas da area.
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Introducéo

A obtengao de modelos experimentais de indugéo e
manutengao de tumores vem propiciando no decorrer
deste século a ampliagdo do conhecimento cientifico
sobre causas, mecanismos patogénicos, comportamen-
to biolégico e conduta terapéutica referentes a diversas
neoplasias.

O Laboratério de Patologia Experimental do Depar-
tamento de Patologia e Apoio Clinico, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal Fluminense — LABPE/
UFF — adotou o gerbil (Meriones inguiculatus) como
modelo animal para estudos em oncologia experimen-
tal, pois, além da facilidade na criagdo e manuseio, em
recente trabalho GUZMAN-SILVA et al.', reiteram os
dados de MECKLEY e ZWICKER? de que esta espécie
apresenta baixa incidéncia de neoplasias até os dois
anos de idade, permitindo seu uso até essa idade limite
em pesquisas sobre cancer.

Estudos sobre carcinogénese experimental no ger-
bil jovem demonstraram boa incidéncia de tumores em
animais tratados com diferentes carcinégenos adminis-
trados em doses e vias distintas®*®. Transplantes
homélogos de fibrossarcoma (FS) também foram reali-
zados com sucesso sem a utilizagao de imunossupres-
sores indicando que esta espécie apresenta boa recep-
tividade para transplantes com até 100% de cresci-
mento dos tumores nos animais receptores®’.

Modelos experimentais de manutengédo de neopla-
sias por sucessivos transplantes propiciam condigoes
vantajosas para estudo de aspectos importantes da bio-
logia de tumores, como sua taxa de crescimento facili-
tando, também, testes com substancias antitumorais®®.

Este trabalho apresentaresultados daobservagao do
comportamento de um FS quimicamente induzido e
transplantado no gerbil jovem no que diz respeito a suas
caracteristicas de crescimento, incidéncia, periodo de
laténcia e reagdes do hospedeiro.
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Material e métodos

Animais: 17 fémeas gerbil “outbred”, da coldnia do
LABPE/UFF, comidade entre 8 e 12 semanas, alojadas
individualmente em gaiolas de fundo nao telado, com
leito de maravalha, recebendo agua e ragdo (Labina,
PURINA Ltda.) “ad libitum”.

Transplante homélogo de FS:no subcutaneo (sc) do
dorso previamente depilado de animais receptores foi
inoculado 1x10¢ células tumorais em suspensio. Esta
foi obtida de fémeas gerbil portadoras de FS intra-
abdominal a partir da inoculagao intraperitoneal (ip) de
MEM, pH=7,4 (“Minimum Essencial Medium, Sigma
Chemical Co.”) e recuperagao apoés 1 minuto de mas-
sagem. Os FS utilizados para transplante sc encontra-
vam-se entre a 20 e a 272 geragao de transplantes
sucessivos ip em fémeas*’. Alguns dos animais haviam
recebido associadamente ao transplante 6leo mineral
(OM) ip, visando a obtenc¢ao de tumor ascitico (ROSSI
et al., dados nao publicados) e deles foi obtida a sus-
pensao tumoral para 10 dos 17 transplantes sc reali-
zados (grupo A). Os 7 restantes foram feitos a partir de
animais que nao foram tratados com OM (grupo B).

Protocolo: apds o transplante os animais foram exa-
minados diariamente, sob anestesia com éter, até a
deteccao de tumor palpavel (tempo de laténcia) e dai, 3
vezes por semana, para verificagao das seguintes ca-
racteristicas:

a. crescimento da massa tumoral: avaliada através
da area em cm?, obtida pela razdo entre o maior e o
menor didmetro do tumor, medido com paquimetro.
Método adaptado de STEEL et al.®. O Tempo de Dupli-
cagao (TD) da area tumoral, estimado a partir das
observagoes do crescimento, foi também determinado
pois permite comparar o ritmo de crescimento de tu-
mores com diferentes dimensdes?;

b. peso corporal;

c. consumo de ragao: determinado pela diferenca
entre a quantidade ofertada e a quantidade rejeitada.

No 28° dia pds-transplante (pt) todos os animais
inoculados foram sacrificados com sobredose de éter e
submetidos a necrépsia completa. Os tumores encon-
trados foram medidos e pesados apds dissecgao.

Tratamento Estatistico: Teste nao paramétrico de
Wilcoxon' foi utilizado para comparagao do tempo de
laténcia entre os grupos. Teste de Fischer'®para com-
paragao da incidéncia de tumores. Teste de Student!
para comparagao do consumo de ragao entre os ani-
mais portadores e ndo-portadores de tumor. Correlagao
e reta de regressao linear'! para a relagao area x peso
dos tumores.

Resultados

Ainoculagao de células tumorais no gerbil deu origem
com elevada freqiiéncia a massas sc com caracteristi-
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cas morfoldgicas semelhantes as do FS primitivo des-
crito por ROSSI et al*. Na tabela 1 apresentamos as
observagoes sobre incidéncia e tempo de laténcia des-
tes tumores. Considerando o nimero de animais inocu-
lados verificamos uma boa incidéncia de FS nos dois
grupos nao sendo significativa a diferenga entre eles
(Fischer p=0,49). No entanto o tempo de laténcia foi

Tabela 1 — Incidéncia e Laténcia de Fibrossarcomas Trans-
plantados em Gerbil

Animais Incidéncia Laténcia
positivos/inoculados  dias pt (mediana)

Grupo A* 7110 10

Grupo B* 477 19

* doadores tratados com OM
** doadores no tratados com OM
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Figura 1 — Curva de crescimento de FS sc transplantados
em gerbil. Mediana das areas em fungéo dos dias de obser-
vagao.
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Tabela 2 — Numero de Animais Estudados em Funcao dos
dias de observagao

Dias N2 de animais
1—9 11
11— 13 8
15 7
17 5

Tabela3 — Tempo de Duplicagao (TD) da area* do Fibrossar: ‘
coma sc

Dias TD (h)
1 27
3 50
5 57
7 55
9 38
11 71
13 504
15 244
* mediana

significativamente menor no grupo A (Wilcoxon =0,012).

Quanto ao crescimento do tumor verificamos nao
haver diferenga significativa no ritmo de crescimento
entre os grupos A e B e, portanto, a curva apresentada
na figura 1 foi elaborada com os dados dos 11 tumores
obtidos. Para a confecgao dessa curva foram utilizados
os valores medianos das dreas, pois os dados indivi-
duais de crescimento apresentaram variagao muito alta.
Afimde eliminar as diferengas encontradas no tempode
laténcia consideramos como dia 1 o da primeira de-
teccao do tumor, independente do dia pt. As demais
medidas correspondem aos dias subsequentes nos
quais os animais foram examinados até a data do
sacrificio. A tabela 2 indica o nidmero de animais es-
tudados em fungio de cada dia de observagao.

A obtengao de uma curva de crescimento exponen-
cial em escala semilogaritmica permitiu a utilizagao do
TD da areatumoral como parametro paraa avaliagaoda
taxa de crescimento do FS®. Na tabela 3 apresentamos
o TD da areado FS em fungao dos dias de observagio.
Verificamos que este tumor apresentou um ritmo de
crescimento mais intenso nos primeiros dias com TD de
28 h, seguindo-se, apds o 32 dia, etapas de crescimento
mais lento e constante até o 72, com TD médio de 54 h.
Em torno do 9° dia o crescimento se acentuou com
duplicagao da area tumoral em 38 h. A partir do 11%dia
este ritmo diminuiu marcadamente, o que foi demons-
trado pelo TD bem mais elevado.

No 282 dia pt necrépsia completa foi realizada em

todos os animais inoculados. Nenhum foco metastatico
foiconstatado sendo apresenga de linfonodos mesentéri-
cos aumentados e hemorragicos as uUnicas alteragbes
macroscopicas observadas em dois animais portadores
de FS. Os tumores apresentavam-se macroscopi-
camente como nédulos consistentes, bem definidos,
com pouca infiltragao nos tecidos subjacentes e, ao
corte, areas de necrose e hemorragia foram visuali-
zadas com freqiéncia. Em alguns animais cujas mas-
sas tumorais sc atingiam aproximadamente 6 cm? de
area, ulceragdes na epiderme determinadas por com-
pressao e traumatismo foram observadas.

O peso dos tumores no dia do sacrificio dos animais
apresentou correlagao significativa com a area tumoral
(r=0,99 e p<0,01) e permitiu a elaboragdo da reta de
regressao linear apresentada na figura 2.

Verificando as reagdes do hospedeiro apresentamos
na tabela 4 as diferencas entre o ganho de peso no
periodo experimental e o0 peso dos tumores em animais
portadores de FS sc no dia do sacrificio. Observamos
que no grupo A, cujos tumores tiveram menor tempo de
laténcia e, portanto, mais tempo para se desenvolver, a
maioria dos animais apresentou valores negativos indi-
cando perda de peso corporal livre do tumor. Os valores
positivos encontrados para dois animais podem ser
justificados em fungdo do crescimento da massa tu-

SO.I

25.

20. |

o wnwo T

r=0,99
t=21,21 (p <0,01)
y=-17+193x

10.]

.................

Figura 2 — Correlagao entre area (cm?) e peso (g) de FS
subcutaneos transplantados em gerbil. Reta de regressao
linear ( ). Dados experimentais ( * ).
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Tabela 4 — Diferenga entre o Ganho de Peso Corporal e Peso do Tumor em Gerbil Portador de Fibrossarcoma sc

Animais Ganho de Peso Corporal Peso do Tumor Diferenga
durante experimento (g) dia sacrificio (g) (9)

Grupo A
1 20,70 22,70 -2,00
2 21,60 26,80 -5,20
3 16,40 4,70 +11,70
4 13,30 11,65 + 1,65
5 13,10 16,10 -3,00
6 11,20 12,90 -1,70
7 13,60 20,50 - 6,90

Grupo B
1 20,60 22,40 -1,80
2 8,20 0,70 +7,50
3 7,50 1,40 +6,10
4 5,50 0,60 +4,90

Tabela 5 — Consumo de Ragao (g/dia) no Periodo Experi-
mental

Animais (n =) Média + DP
Com Tumor (11) 5,95 +0,38"
Sem Tumor (6) 5,77 £0,49*

* t = Nao significativo

moral, que nestes foi menor que nos demais. No grupo
B essas diferengas foram positivas em sua maioria.
Estes valores eram esperados pois devido ao apareci-
mento mais tardio, o peso dos tumores no dia do
sacrificio ainda era baixo. Excegao feita paraum animal
que apresentou menor laténcia e consequientemente
uma massa tumoral maior ao sacrificio.

Na tabela 5 apresentamos o consumo de rag¢ao dos
animais com e sem tumor, no periodo experimental,
na qual verificamos nao haver diferenga significativa de
ingestao entre eles.

Discusséao

Nossos dados sobre incidéncia de FS transplantados
no gerbil parecem estar de acordo com a literatura onde
esta espécie é apontada como tendo muito boa recep-
tividade para transplantes®®'2. Tal fato esta possivel-
mente associado a caracteristicas genéticas, pois va-
rias espécies da familia Cricetidae da qual fazem parte
gerbil e hamster, apresentam poucos genes de histo-
compatibilidade favorecendo a “tolerancia” a transplan-
tes tanto homologos como heterdlogos® 2.

Apesar do limitado nimero de observagoes, princi-
palmente no grupo B, verificamos que n&o houve dife-
renga significativa quanto a incidéncia entre os dois
grupos estudados, porém o tempo de laténcia foi signi-
ficativamente menor no grupo A. As razdes que levaram
ao aparecimento mais rapido dos tumores neste grupo
nao nos parecem suficientemente claras umavez que o
sobrenadante oleoso, obtido no lavado ip dos animais
doadores, foi desprezado antes da inoculagéo sc e,
portanto, praticamente nenhum éleo foi administrado. O
possivel efeito bloqueador da fagocitose em macrofa-
gos atribuido a alguns tipos de emulsao oleosa e que
poderia facilitar a fixagdo de células tumorais, nao é
comum atodas e depende de uma determinada concen-
tragao de 6leo, que ndo foi a ministrada nos animais re-
ceptores deste grupo''S. Além disso trés dos quatro
animais portadores de tumor do grupo B eram da mes-
ma ninhada e, portanto, caracteristicas genéticas po-
dem ter influido para o tempo de laténcia mais longo.
Face ao exposto consideramos inoportuno, no mo-
mento, especular sobre 0s possiveis mecanismos que
levaram as diferengas no tempo de laténcia do FS
transplantado sendo necessaria aampliagao das obser-
vagoes.

Embora houvesse variagdes individuais no cresci-
mento do FS, fato freqiientemente relatado para diferen-
tes neoplasias'®, o tipo de curva obtida indica que o
mesmo é inicialmente exponencial (em escala semilo-
garitmica) e que, no decorrer do tempo, conforme au-
menta a massa do tumor, ha umdecréscimo no ritmo de
crescimento e a curva se torna mais convexa. Estas
observagbes correspondem em linhas gerais aos dados
descritos para tumores experimentais®® e, portanto, a
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curva pode ser usada como um parametro para cresci-
mento tumoral. O TD crescente do FS reitera estas
observagdes e como descrito na literatura parece ser
um bom indicador do ritmo de crescimento®'’. O de-
créscimo no ritmo de crescimento observado no decor-
rer do tempo pode ter varias causas, porém, nos parece
estar relacionado com as areas de necrose freqiente-
mente encontradas nas massas tumorais apods dis-
secgdo. Considerando que o crescimento total de um
tumor representa a diferenga entre producao e perda
celular'® maiores esclarecimentos sobre os mecanis-
mos de crescimento do FS poderao ser obtidos através
do emprego de métodos para avaliagdo das fragoes
celulares em proliferagao, seu ritmo de divisao ou outros
fatores interferentes como, por exemplo, a vasculari-
zagao do tecido tumoral.

A reta de regressao linear construida em fungao da
alta correlagao entre a area e o peso dos tumores no dia
do sacrificio pode ser interpretada como uma “curva de
calibragdo™ a qual permite inferir o peso de tumores do
mesmo tipo a partir de medidas externas da area.

Com relagao as caracteristicas do hospedeiro a per-
da de peso corporal livre do tumor identificada na
maioria dos animais portadores de FS, aliada ao fato de
que um ganho ponderal era esperado em fungao do
crescimento normal para a idade, sugerem que o “dé-
ficit” total de peso talvez seja maior do que os valores
apresentados na tabela 4. Desde que todos os animais
sofreram a mesma manipulagao no decorrer do experi-
mento e que o consumo de ragao entre eles ndo apre-
sentou diferenga significativa, interpretamos estes
“déficits” ponderais como uma manifestagao inicial de
caquexia, em geral associada a progressao das neopla-
sias e cujos mecanismos ndo estdo bem esclareci-
dos18.19,20_

Summary

The authors report the study of a chemically induced
andtransplantable fibrosarcoma inthe gerbil. This tumor
was mantained by successive intraperitoneal passages
using tumor cell suspension in association or not with
mineraloil. The incidence, latency period, growth pattern
and host response were determined after subcutaneous
implantation of 1 x 10° tumor cells. The latency period
was significantly lower in animal receiving cell suspen-
sion derived from donors treated with mineral oil. Never-
theless incidence and overall tumor growth was similar
in both groups. The kinetic analysis of tumor growth,
showed an initial exponencial proliferative phase, with a
tendency to convex upwards. This was also demon-
streated by an increasing duplication time of the tumor
area. Gerbils bearing subcutaneous fibrosarcoma lost
body weight during the experimental period. Tumor
weight showed a significative linear relationship with
tumor area, and at least for this tumor, an estimation of

tumor weight might be obtained from external measure-
ments of the area.
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