A quimioterapia geografica pode ser
definida como o estudo das respostas aos
quimioterapicos apresentada por tumores
semelhantes que occorrem em regides geo-
graficas diferentes. Tira partido da desi-
gualdade da incidéncia de certos tumores
em varias areas geograficas, diferenca essa
presumivelmente devida a fatéres ambien-
tais ou genéticos: 1) para realizar a melhor
quimioterapia possivel no tratamento de
varios tumores sensiveis, como o coriocar-
cinoma ou o tumor de Burkitt, que consti-
tuem sérios problemas em certos paises:
2) para determinar se o0s tumores de
aspecto anatomo-patolégico semelhante em
diversas regides, respondem de maneira
semelhante & quimioterapia. Se forem
encontradas diferencas, pode sugerir-se
que fatores genéticos ou ambientais também
afetam a resposta a quimioterapia.

O Dicionario Universal Oxford define
um “stalking horse” como “um cavalo trei-
nado para permitir que um mastim se
esconda debaixo ou atras déle de modo a
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chegar bem perto da caca sem alarmaéa-la”.
Podemos dizer, por analogia, que o tumor
de Burkitt pode servir de “stalking horse”
em relacdo a leucemia, querendo com isso
sugerir que o estudo cuidadoso do tumor de
Burkitt pode desvendar o caminho para pos-
sivel contréle da leucemia aguda.

A maior parte dos dados que apresen-
tarei provém da Conferéncia sobre tumor
de Burkitt que teve lugar em Kampala,
Uganda, em janeiro de 1966, sob os auspicios
da “Union Internationale Contre le Cancer”.

O tumor de Burkitt é o tumor mais fre-
giiente das criancas africanas e compreende
mais da metade de todos os tumores que
ocorrem em criancas em varias regides
(11, 16, 18, 38, 56). Tem sido encontrado
também na Nova Guiné (80), Brasil (50),
Colombia (6), India (Desai, P. B. — comu-
nicacdo pessoal), Inglaterra (Wright, D. H.
— comunicacgao pessoal), e até mesmo, oca-
sionalmente, nos Estados Unidos (17, 58,
87). Na Africa constitui o tumor de Burkitt
entidade clinica definida, diagnosticavel

Estes estudos foram patrocinados pelas seguintes bolsas: U.S.P.H.S, Research CGontract
SA-43-ph-2445, Cancer Chemoterapy National Service Center, National Caneer Institute,
U.S.P.H.S. Research Grant CA-05826, National Cancer Institute; NCI Grant T 45, American
Cancer Society, Delaware Division, e a Cambell Townsend Memorial Grant for Cancer

Research from the American Cancer Society.

O presentz artigo é publicado com autorizagio especial de *‘Cancer Research”, onde-apareceu

com o titulo: “Geographic chemotherapy-Burkitt’s Tumor as a Stalking Horse for Leukemia”.

Cancer Research 12:2393-2405, 1966.
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pelo quadro clinico, pela distribuicdo pato-
logica (38, 56, 86), pela citologia (86) e pela
microscopia com contraste de fase (70).
O’Conor e Davies (56) classificaram histo-
logicamente o tumor de Burkitt como um
linfoma maligno do tipo linfocitico pouco
diferenciado. Observaram éstes autores a
presenca de histiécitos grandes, de aparén-
cia espumosa, espalhados entre as células
linféides, dando ao tumor aspecto caracte-
ristico, denominado ‘“céu estrelado”. Wright
(86) descreve as preparacdes citologicas do
tipo “imprint”, coradas pelo método de May
Grunwald-Giemsa ou pelo método Wright,
da seguinte maneira: (Fig. 1a). “As células
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mente entre as células linféides”. As figuras
2a, b. ¢, mostram células semelhantes da
medula 6ssea de criancas do Memorial Hos-
pital. Pulvertaft (70) acredita que os gra-
nulos constituam o principal critério diag-
nositco quando se usa a microscopia de fase.
Esses granulos coram-se pelo acido 6smico
Os tunsores que se originam destas célu-
las apresentam-se nas mandibulas e nas
visceras abdominais, poupando, relativa-
mente, os ganglios linfaticos superficiais
(12, 56). Os tumores de mandibula s&o mais
comuns em criancas de baixa idade. Onde
a incidéncia é elevada, os tumores de man-
dibula sdo freqiientes e a média de idades

Figura la e 1b

Preparacdes de impressdo coradas pelo May Grunwald - Giemsa e obtidas de
pacientes com tumor de Burkitt em Kampala, pelo Dr. D. H. Wright.

linféides tém 20 a 30 micra de diametro.
Embora variem de tamanho, ndo variam no
grau aparente de maturacdo. Seus nucleos
sdo redondos, ovais ou bipartidos e tém um
padrao de cromatina pontilhada. Os
nucléolos sio em numero de 2 a 5, mas nao
sdo muito conspicuos nas preparacdes cora-
das pelo Giemsa. O citoplasma forma orla
bem definida em térno do nucleo: é inten-
samente baséfilo, com excecdo de uma area
mais clara, adjacente & indentacdo nuclear.
Os vacuolos citoplasmaticos estao sempre
presentes, em pelo menos algumas das célu-
las, porém seu namero varia grandemente.
Fragmentos destacados do citoplasma va-
cuolar (Fig. 1b) podem ser vistos usual-

¢ relativamente baixa. Nos lugares em que
a incidéncia é baixa, os tumores de mandi-
bula sdo menos freqiientes e a média de
idades parece ser malis elevada (12). Isto se
aplica particularmente aos casos encontra-
dos na Europa e nos Estados Unidos, uma
vez que, nesta base, seria de esperar uma
baixa incidéncia de tumores de mandibula.
O tumor de Burkitt se restringe a nédulos
localizados. Na Africa o acometimento gene-
ralizado da medula 6ssea é raro, embora tal
nao aconteca nos Estados Unidos (86). Ele
ocorre por todo o Centro e Sudoeste da
Africa. Parece ser dependente de certas
condicoes de temperatura e umidade (85),
exigindo temperatura anual minima acima
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de 60° F e chuvas que ultrapassem 20 pole-
gadas por ano. No que concerne a vetores
artrépodos a area endémica corresponde,
de maneira muito aproximada, a existéncia
de mosquitos (85). Os tipos Anopheles e

Mansonia sdo os que se ajustam melhor a
esta distribuicao. (4, 85).

No que concerne a virus, quer do ponto
quer

de vista etiologico, como agentes

Figuras 2a, 2b, 2¢

Células semelhantes as da Figura 1
provenientes de esfregacos de medula
ossea de pacientes com Linfomas.
Assemelham-se as de tumor de Burkitt
observadas no Memorial Hospital.

passageiros, uma particula de virus seme-
lhante ao do herpes foi encontrada por
Epstein (19, 21), Stewart (79), O’Conor (57)
e outros, em muitas linhagens de cultura
de células, nio apenas provenientes de
Kampala, porém, em varios casos, por iso-
lamentos diferentes, em Ibadan e nos Esta-
dos Unidos. A fig. 3-A mostra particulas de
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virus em uma célula da linhagem Jiyoye
(68, 70), isolada por Osunkoya e Pulvertaft
e examinada por De Harven (comunicacao
pessoal). Tais particulas também foram
encontradas em doentes nativos dos Estados
Unidos e em casos em que o isolamento foi
feito nos Estados Unidos, porém, em
paciente originario de Ibadan. Bell (5)
também isolou virus Reo em varios casos

de tumor de Burkitt, e, anticorpos para o
Reo 3 foram encontrados em 73% dos pa-

cientes de linfoma e em 18% dos casos de
controle. Stanley (77) relatou ter eviden-
ciado infeccdes pelo Reo 3 em mosquitos da
Australia, e que éstes virus produzem sin-
¢rome de nanismo em camundongos. O
baco de alguns déstes camundongos com
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nanismo também produzem nanismo e, trado em regime de doses semelhante ao
ocasionalmente linfomas, em camundongos usado por Hertz (38) no coriocarcinoma, e
iso6logos. produziu remissdées prolongadas nos casos

Burkitt (9), Ngu (55) e Clifford (14) precoces, porém, foi menos eficiente nos
relataram os resultados obtidos com a qui- casos moderadamente adiantados e nos
mioterapia no tratamento desta doenca. O muito avancados. (59). Ndo teve qualquer
Methotrexate foi eficaz quando adminis- acdo quando empregado na pequena dose

Figura 3a

Nucleo degenerado da linhagem de células “JIYOYE”. O citoplasma ji desaparzceu

quase completzmeante e a cromatina estd marginalisada e condznsada. Vém s2 muitas

particulas entre as massas de cromatina. Estas particulas tém didmstros quase

idénticos e sua estrutura fina é vista malhor na Fig. 2. Coloracdo para microscopia
eletrénica com uranyl e chumbo. Aumento de 16.000 vézss.

Figura 3b

Proveniente de outra amostra da linhagem “JIYOYE”, envelhecida propositadamente
para aumsntar o ndmero de células em degeneracio. Rste maior aumesnto d=
microfotografia eletronica mostra a estrutura fina das particulas fraqiientzments
observadas dentro dos nucleos das células em degeneracdo. Estas particulas tam,
em m2dia, 100 a 110 mu de didmstro. Aparecem inicialmente nos ntcleos das
células em degeneracdo e adquircm uma ma=mbrana adicional em uma fase
citoplasmatica subseqiiente do seu desenvolvimsnto. Do ponto de vista morfoldgico
assemelham-se muito aos virus do grupo herpes. Preparacdo corada eom uranyl
e chumbo. Aumento de 94.000 vézes.
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diaria, oral, que usualmente se administra
aos doentes de leucemia aguda. A Cicloios-
famida (Enduxan, Cytoxan), parece ser tao
eficaz quanto o methotrexate em casos
iniciais e mais eficaz do que éle em casos
moderada ou grandemente avancados (9,
60, 13). Outros agentes alquilantes, como ©
Melphalan e o Orthomelphalan, sao também
ativos (14). A vincristina produziu regres-
soes rapidas, porém passageiras e, na maior
parte dos casos, o tumor de localizacao
extra-mandibular, recidivou rapidamente.
Isto parece ser comparavel ao que sucede
na leucemia aguda, na qual a vincristina
provoca remissoes com grdnde rapidez
porém, se o tratamento é interrompido, a
remissao é relativamente curta. Surpreen-
dentemente, a vinblastina, a prednisona, a
6-mercaptopurina e a metilhidrazina pare-
cem ser ineficazes nos casos estudados.

O aspecto importante do tratamento do
tumor de Burkitt, e isto se relaciona parti-
cularmente ao methotrexate e ao Enduxam,
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é a ocorréncia de longa scbrevivéncia, que
algum dia poderd ser chamada de “cura’.
Se somarmos o0s 88 casos relatados por
Burkitt (9), os 54 de Ngu (53, 55) e os 39
de Clifford (14), veremos que houve regres-
sO0es completas em 40% dos casos de Burkitt,
em 24% nos de Ngu e em Z1% nos de
Clifford. Dos 25 casos, ou 14%, que presen-
temente estdo perfeitamente bam, sem
qualquer sinal da doenca e sem qualquer
tratamento de manutencdo, Burkitt tem 14,
Ngu, cinco e Clifford, seis. Céstes pacientes
3 ja sobrevivem entre 6 meses € um ano,
6 pacientes entre 1 e 2 anos, seis entre 2 e
3 anos, sete entre 3 e 4 ancs, e trés entre 4
e 6 anos. Burkit (9) afirma nunca ter visto
recidiva em paciente que tivesse permane-
cido em remissdo durante 12 meses, apos a
interrupcao do tratamento. A figura 4
mostra doze déstes sobreviventes a longo
prazo, como foram apresentados na Confe-
réncia de Kampala, por Burkitt, em janeiro
de 1966.

Figura 4

Paciente com tumor de Burkitt sem sinais de doenca por periodos de seis meses
a seis anos depois da interrupcao do tratamento.
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Figura 5

139 pacientes com lsucemia aguda que sobreviveram mais dz 5 anos a contar da
data do diagnéstico, de uma pesquisa mundial levada a cabo sob o patrocinio

da “Acute Leukemia Task Force”.

Os numeros apds os quadrados abertos indicam

0 ano em que o tratamento terminou.

Um numero significativo déstes 181
casos nao pode ser seguido clinicamente
(follow-up), sendo que alguns déles poderado
aparecer posteriormente sendo entao inclui-
dos no grupo dos que nao apresentavam
sinais de doenca. Se retirarmos o ntumero
correspondente a éstes pacientes que nao
foram seguidos, com o argumento de que é
possivel, sendao muito provavel, que o fato
de nao terem voltado ao hospital é devido
a estarem curados, e ndo porque morreram,
chega-se & conclusao de que Burkitt tem
nos seus 40% de casos em remissao com-
pleta, 52% curados. Isto daria, aproximada-

mente, 20% do grupo inicial, sem sinal de
doenca. Esta cifra é muitissimo mais alta
do que a encontrada em qualguer outrc
tumor espontaneo, inclusive leucemia agu-
da. Nesta ultima doenca, segundo o rela-
torio do “Acute Leukemia Task Force Long
Term Survivors Registry”, figura 5, vé-se,
presentemente, 139 pacientes que sobrevi-
veram 5 anos ou mais apds o diagnoéstico de
deucemia aguda. Doze de 27 adultos e 75
de 112 criancas estdo vivos e bem, scm
sinais de leucemia, 5 a 15 anos apds o diag-
noéstico. O numero total de pessoas compo-
nentes da populacdo de leucémicos que deu
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éste numero de sobreviventes é desconhe-
cido e, desta forma, nao se tem idéia dc
percentual de incidéncia déstes sobrevi-
ventes apds 5 e 15 anos. As maiores cifras,
até a presente data, para sobreviventes de
5 anos, sao as de Zuelser (88 — comunicazao
pessoal), que teve 10 sobreviventes com 5
anos, em 285 casos consecutivos de leucemia
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Quanto & pesquisa de novos agentes
guimioterapicos, Goldin (30) analisou ‘éc-
nicas de busca (enguadramento) que poden:
ser uteis no tumor de Burkitt. Parece gue
a leucemia L-1210 do camundongo e o zar-
cinoma 256 de Walker, do rato, absorvem a
maioria das substancias que demonstraram
ter atividade clinica, tais como o Enduxam,

1.000. 000 Inhibitory effect of ARA-FC
9 on Burkitt's Tumor cells
AN (EB-1) in culture
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Figura 6

Efeito inibidor da ARA-FC s6bre as células
do tumor de Burkitt (EB-1) em cultura.

aguda em criancas que se internaram no
Detroit’s Children’s Hospital, o que da
sobrevivéncia de 5 anos, em 35% dos casos.
Naturalmente, no coriocarcinoma, cérca de
75% dos casos tém sobrevida longa (35),
presumivelmente cura, porém, trata-se de
tumor transplantado, de origem fetal e nao
um tumor espontéaneo do hospedeiro.

0 Methotrexate, a Vincristina, a Actinomi-
cina D, o Melphalan e o Orthomerphalan,
da mesma forma que as células da leucemia
aguda.

O proprio tumor de Burkitt, também,
pode ser adaptado ao estudo de enquadra-
mento, utilizando técnicas in vitro. Foi
demonstrado por Epstein (£J, 23), Pulver-
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taft (69) e Osunkoya (66, 67), que linhagens
continuas de células de tumor de Burkitt
podem ser obtidas em culturas de células,
com grau consideravel de regularidade. A
dose inibitori (ID.5)), de varios
compostos contra estas linhagens pode ser
determinada com relativa facilidade. Osun-
koya e nosso grupo (66,8) ja referiram que
as culturas de células, usando varias linha-
gens de células de tumor de Burkitt, podem
ser uteis na avaliacdo de novos agentes em
potencial, porém, ainda é muito cedo para
tentar fazer qualquer correlacdo clinica.
Usamos em nossos estudos uma modifi-
cacao da técnica de Fischer (25). Linhagens
celulares do tumor de Burkitt EB-1, 2 e 3,
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células (3 geracdes) e 1 milhdao de células/
/ml (5 geracoes).

A figura 6 mostra o efeito de concen-
iragdes variadas de 1-A-D-arabino-fura-
nosy-5-fluorocytosina no crescimento de
crescimento de células de Burkitt da linha-
gem EB-1. A Tabela I mostra a ID 50 para
a EB-1 de um numero de antimetabdlicos,
agentes alquilantes, antibioticos e substan-
cias derivadas de fontes naturais. Pode-se
ver que dos varios anti-metabolicos
1-B-D-arabino-furanosyl-cytosina (ara C) e
a 1-B-D-arabino-furanosyl-5-fluorocytosina
(ara-FC), com uma ID-50 de, aproximada-
mente 0003 a 0,006 un/ml parecem ser
iguais ao methotrexate, porém, considera-

TABELA 1

DOSE INIBIDORA DE 50% CONTRA A LINHAGEM EB-1

DE CELULAS DE

TUMOR DE BURKITT EM CULTURA

COMPOSTO DOSE (57/)
BRACTT 02 s« v s somind s s e o s ousl o e n B 5 00 8 B3 8 i 80 0 o 0.003
ARAC o nasmassiansss® 0d s 86 650 2 5 8 R0 G 7ls 5 9 4 5008 b 5 9 2 8 ma 6 0.005
METHOTREXATE .. cros s i s s o dmbe s o 5 s st v whei s 5 = w o e 0.008
6MERCAPTOPWURINA. . o : s oo n s om0 7 i e s s o e 2 20m 0 3.0
HYDROCORTISONA: < : ars o s a5 oo & 559§ e 8 s 5 51 5 5408 9 £ 1950 & 40.0
ACTINOMICINA D v g mis s sum s e 5 s o e oo 3wt 50w oo 50 s i o 0.002
NMENCRISTEIINAY ol iuans ot ta s o ot = st gy o ks o aissin i g roned 0.005
DAUNOMICINA, | . ..oio o2 aies i 250 2 650 50005 80 5 816 §18 £.8 908 5 608 § 5763 0.08

isoladas por Epstein (20, 23), e as racas
Kudi e Ogun, isoladas por Pulvertaft e
Osunkoya (67, 69), foram semeadas em meic
de Ealge, chamado de “meio minimo essen-
cial” (MEM), ao qual se juntou. amino-
acidos nao essenciais, extra glutamina, 15%
de soro de feto de vitela, 200 un/ml de
penicilina e 200 mcg/ml de esptreptomicina.
Usamos inicialmente wuma concentracao
celular de 30.000/ml e as células foram colo-
cadas em 5 ml do meio, em tubos de 16 ml
com tampa de aparafusar pela técnica de
Fischer. Os tubos foram fortemente arro-
lhados e incubados por 168 horas a 37° C.
As contagens de contréle ao fim déste
tempo oscilavam, usualmente, entre 250.000

velmente melhores do que a 6-mercaptopu-
rina com uma ID-50 de, aproximadamente,
3 ug/ml. A mostarda nitrogenada e o thio-
Tepa foram moderadamente ativas, tendo
como ID-50, aproximadamente, 0,2 ug/md!.
A ciclofosfamida (Cytoxan, Enduxan) por
outro lado, embora muito ativa clinica-
mente, foi ineficaz neste sistema, como era
de esperar, uma vez que ha necessidade de
ativacdo da droga no figado, para que
exerca efeito citotdxico. A vincristina e a
Actinomicina D foram muito ativas, com
uma ID-50 de 0,005 ug/ml e 0,001 ug/ml
respectivamente.

A ID-50 da vincristina, methotrexate, e
ara-FC, contra um espectro de 6 linhagens
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de cultura de células de tumor de Burkitt.
estdo representadas na Tabela 2. H4, no
maximo, uma variacio de 3 vézes na sensi-
bilidade. O emprégo déste sistema para
estudar os mecanismos de acido esti demons-
trado pelo bloqueio do efeito inibidor da
ara-FC pela deoxycytidina (Fig. 7). Outros
estudos mostraram que esta inibicdo ndo
pode ser blogueada pela cytidina, thymi-
dina, adenosina.

A maior desvantagem de técnica de busca
que utilize culturas de tecido é a falta de
contréle da toxicidade inespecifica das stbs-
tancias. Nestes estudos procuramos evitar
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rencas qualitativas ou quantitativas no me-
tabolismo do compeosto.

MDT homem

MED camundongo
ID-50 células de Burkitt

ID-50 células de camundongo

Desta forma a dose de 1,0 mg/kg por dia,
em pacientes, durante 5 a 8 dias, produziu
regressao completa em uma alta percenta-
gem de tumores iniciais e, no camundongo,

TABELA 2

DOSE INIBIDORA DE 50% CONTRA LINHAGENS DE CULTURAS
DE CELULAS OBTIDAS COM CELULAS DO TUMOR DE BURKITT

D /ML
LINHAGENS DE e ey 2
CULTURAS DE

LTI AR VCR MTX ARA-FC
O I i, AR 0.005 0.008 0.003
R 0 005 0.02 0.01

T L e 0.005 0.02 0.003
T S R s 0.005 0.03 i
BIUIIE 4 ocs s b 54 & s S s s s 3 i 5 0.002 0.008 0.01
OGN voovonsss e s o oe s wns ss s o 0.005 0.02 0.01

éste impecilno comparando a ID-50 nas
células de tumor de Burkitt e nas da leu-
cemia P-815 do camundongo reproduzidas
in vitro, com dose maxima tolerada no
homem (MTD), e a dose minima diria efi-
caz (MED) no camundongo. Desta forma,
para determinado composto, a MTD (em
mg/kg) do homem dividida pela MED (em
mg/kg) do camundongo é igual ou maior do
que a ID-50 (em ug/ml) para as células do
tumor de Burkitt, dividida pela ID-50 (em
ug/ml) para as células de leucemia do
camundongo, a substancia deve ser eficaz
contra o tumor de Burkitt, no paciente, par-
tindo do pressuposto de que nao haja dife-

1,0 mg/kg, por dia, durante 5 a 10 dias, fol
também uma dose eficaz. E ativa, na cul-
tura de células, contra EB-1, na concen-
tracdo de 0008 ug/ml e semelhantemente
ativa contra as células da leucemia P-815-Y
do camundongo. Calculos semelhantes com
a ara-C mostram um indice ainda mais
favoravel (8).

H4 necessidade de aguardar maior corre-
lacdo clinica para saber se essa técnica sera
util para a selecao de novos agentes, clini-
camente ativos, em relacdo ao tumor de
Burkitt; os estudos prelmiinares porém,
sugerem que éste possa ser realmente um
teste simples e pratico.
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~ Os estudos pormenorizados de Skipper e
seu grupo (75, 76), sobre o conceito de des-
truicdo total das células neoplasicas, pare-
cem particularmente pertinentes no tumor
de Burkitt, de vez que a morte do total de
células parece ter sido conseguida, ocasio-
nalmente, nesta doenca. Isto, ao que tudo
indica foi obtido unicamente pela quimio-
terapia e, como era de esperar, em tumor
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muitos investigadores sdo de opinido que, &
luz da presente ineficiéncia da quimiote-
rapia do cancer em geral, qualquer sobre-
vivente a prazc longo, em qualquer doenca
tratada pela quimioterapia, constitui prova
a favor da existéncia da “defesa do hospe-
deiro”. Cada um dagqueles autores relatou
um caso com remissac temporaria que durou
de 2 a 3 semanas, apés a administracéo

Blocking of inhibitore action of
ARA -FC by Deoxycytidine (CdR)
in Kudi cell culture (168 hours ).
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Figura 7

Bloqueio da acdo inibidora da ARA-FC pela
Decxyeytidina (CdR) na cultura de células de
Kudi (168 horas).

sensivel. Todavia, o mais provavel é que
ésses resultados sejam devidos a soma dos
fatores: sensibilidade ao quimioterapico e
resisténcia do hospedeiro.

Burkitt (10) e Ngu (54) apresentaram
provas clinicas de que ha defesa do hospe-
dGeiro. Descreveram regressoes, algumas es-
pontineas, e algumas, ao que parece, apos
terapéutica inadequada. Na realidade,

venosa de 100 a 150 ml de plasma de pacien-
tes com tumor de Burkitt em completa
remissdo. Klein et al. (42) demonstraram
que o sOro de pacientes em remissdo com-
pleta reagia positivamente a reacao indireta
de membrana imunofluorescente, contra um
espectro de células-alvo, vivas, de Burkitt,
em maior proporcao do que 0 sOro de pa-
cientes em remissdo parcial ou que nao ex-
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perimentaram remissdo. Os soros de pacien-
tes com leucemia aguda, na Suécia, reagi-
ram negativamente frente as mesmas célu-
las. Os parentes sadios dos pacientes com
tumor de Burkitt reagiam, usualmente, de
forma negativa. Klein (42) declara que,
embora a especificidade néo possa ser tida
como estabelecida de maneira conclusiva,
pode ser sugerida pelos seguintes fatos:
1) freqiiéncia semelhante de reacbes posi-
tivas obtidas com células-alvo de Burkitt
sutoctones e alogénicas em 5 dos 6 casos
nos quais foi possivel fazer tal comparacao;
2) tendéncia dos soros positivos para reagi-
rem com todas ou com a maior parte das
células-alvo de Burkitt testadas, obtidas de
5 a 9 pacientes diferentes, na maioria dos
casos; 3) auséncia de reacdo contra outras
células alogénicas que nao eram células-
-alvos de Burkitt; 4) auséncia de qualquer
relacdo entre a aglutinacdo de hemacias,
imunofluorescéncia, e fluorescéncia de cé-
lulas-alvo de Burkitt nos casos em que
ambas derivavam do mesmo doador;
5) auséncia de reatividade contra células
normais da medula 6ssea das células-alvo
de Burkitt do doador, quando testadas
contra os mesmos soros Burkitt-positivos.

Os Henles (1, 33, 34) estudaram linha-
gens de células cultivadas do tumor de
Burkitt pelas técnicas de imunofluores-
céncia e fixacdo do complemento. Pela pri-
meira, todos os 17 sbros de pacientes com
tumor de Burkitt foram positivos, em com-
paracao com 35% de positividade encon-
trada para o soro de criancas americanas
com leucemia, tumores solidos ou outras
doencas. Oitenta e cinco por cento do soro
de adultos normais, entretanto, reagiu posi-
tivamente. Pela técnica de fixacdo do com-
plemento, 12 em 13 soros, em casos de tumor
de Burkitt, foram positivos, contrastando
com 20% dos soros de criancas americanas
e 60% dos adultos. As reacdes de imuno-
fluorescéncia parecem diferir das relatadas
por Klein et al. no fato de que a reacdo de
Henle depende, provavelmente, da presenca
de um virus semelhante ao de herpes, nas
linhagens estabelecidas, enquanto a reacdo
de Klein parece medir um antigeno da
membrana celular presente na superficie
de células recém-biopsiadas, mas néo pre-
sente, pelo menos em concentracdo elevada,
nas linhagens celulares estabelecidas (Klein,
6, comunicacdo pessoal).
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Osunkoya (68) relata a existéncia de
fatores de inibicio em muitos séros normais
contra células recém-iscladas do tumor de
Burkitt, enquanto que o séro de pacientes
com tumor de Burkitt ndo teve o efeito ini-
bidor. Desde que o tumor de Burkitt come-
casse a crescer em cultura continua, éstes
soros normais pareciam ter efeito de esti-
mulo de crescimento, que o séro de doentes
com tumor de Burkitt nao tinha.

Eistes varios caminhos de pesquisa suge-
rem que o tumor de Burkitt tem grandes
implicacdes com a leucemia aguda. Mesmo
com o reduzido numero de medicamentos
disponiveis na Africa, 15 a 20% dos tumores
de Burkitt podem ser tratados e desapa-
recer por longos periodos. H4 boa possibi-
lidade de que, com o acréscimo de alguns
dos novos agentes, presentemente disponi-
veis, e terapéutica combinada intensiva, o
nivel de bons resultados se eleve a 50%.
Porque o tratamento do tumor de Burkitt
¢ mais eficaz e duradouro na Africa, do que
o tratamento da leucemia aguda na Europa
e nos Estados Unidos? O tumor de Burkitt
nos Estados Unidos responde de maneira
diferente do africano? O que pode ser
aprendido com o tumor de Burkitt que
possa ajudar no contréle da leucemia? Estas
perguntas sugerem especulacdo de longo
alcance,

Examinemos por um momento a possi-
bilidade de que o tumor de Burkitt esteja,
de alguma forma, relacionado a leucemia
aguda, como Dalldorf (15) e outros suge-
riram, talvez sendo mesmo causado pelo
mesmo estimulo, que é limitado pela imu-
nidade a tumores localizados, talvez rela-
cionado a tipos e tempos diferentes de
exposicio ao estimulo hipotético, ou talvez
estimulado de maneira inespecifica por
infeccoes bacterianas ou infestacbes parasi-
tarias. Se o caso fosse éste, o paciente ja
deveria ter alguma resisténcia de hospe-
deiro. H4 analogias nas leucemizs de
roedores. Uma inoculacdo sub-cutanea de
células leucémicas que induza leucemia
generalizada e rapidamente fatal em um
camundongo, com alguma defesa de hospe-
deiro, na base de uma histo-incomvatibili-
dade menor, produz um tumor sélido de
crescimento lento. Uma situacdo possivel-
mente analoga também ocorre na leucemia
aguda. Entre os 139 sobreviventes de longo
termo de leucemia aguda foram relatados
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linfosarcomas de ovario ou de testiculo,
como primeiro sintoma de recorréncia em
oito pacientes.

Isto pode ser semelhante, de alguma
forma, & situacio existente no tumor de
Burkitt. Havia, provavelmente, alguma
resisténcia do hospedeiro, comprovada p:la
sobrevivéncia por longo prazo depois da
quimioterapia, porém um tumor localizado
desenvolveu-se eventualmente. O fato de
que alguns déstes tumores puderam ser tra-
tados por teravéutica localizada, e nunca
ocasionaram leucemia generalizada. reforca
a prova da existéncia de resisténcia do
hospedeiro. Talvez as células neoplasicas,
em presenca de um certo grau de resisténcia
do hospedeiro, como devia haver nos sobre-
viventes de prazo longo de leucemia aguda,
e nos pacientes com tumor de Burkitt,
possam apenas dar origem a um nédulo
localizado, em uma comunidade onde
possam obter algum apoio mutuo e protecao
contra um ambiente hostil. Klein (41) esta-
beleceu o postulado de que, se a leucemia &
0 tumor de Burkitt forem causados pelo
mesmo agente, pode haver transmissio ver-
tical da mae para o feto dentro do utero,
na leucemia, e neste caso pode-se esperar
que haja completa tolerdncia imunoldgica.
Por outro lado, se o agente, no tumor de
Burkitt, for transmitido por um vetor artrd-
pode algum temovo depois do nascimento,
seria razodvel a existéncia de um certo grau
de resisténcia do hospedeiro. por analogia
com as inoculacdes com o virus SV-40 e do
polyoma no recém-nato, versus no adulto.

Quanto as possiveis alteracdes do siste-
ma reticulo-endotelial, temos que levar em
conta que sdo comuns as infeccdes repetidas
nas populacdes em que se encontra o tumor
de Burkitt. Old et al. (64) demonstraram
que o0 grau de depuracido do carbono coloi-
dal do sangue é muito aumentado em
camundongos préviamente inoculados com
BCG. As infeccoes com BCG tornam os
camundongos mais resistentes as infeccdes
por virus e também a doses letais minimas
de radiacio ionizante (2, 61, 63, 65). Este
tratamento também produziu um aumento
da respostas imunitaria a varios antigenos.
Biozzi et al. (7) e Hapern et al. (31) mos-
traram que h4 inibicido do crescimento da
ascite de Ehrlich em camundongos e do
carcinoma uterino de Guerin em ratos preé-
viamente infectados com BCG. Os efeitos
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protetores também foram demonstrados por
Old et al. (61, 62, 65) no sarcoma 180, na
ascite de Ehrlich e no carcinoma 755. Le-
monde (45, 46) demonstrou que o BCG
exerce efeito inibidor sobre o crescimento
da leucemia transplantada e reduz a inci-
déncia de alteracdoes malignas, prolongando
& sobrevida de “hamsters” inoculados com
RCG, seguido do virus polyoma uma sema-
na apoés o nascimento. Weiss et al. (84)
mostraram que fracdes do bacilo da tuber-
culose (MER) tém atividade protetora
contra tumores isélogos em camundongos.
Steinkuller et al. (78) ampliaram ainda
mais éstes estudos sbbre o MER. Weiss et
al. (84) assinalam que, se a doenca neopla-
sica progressiva é em realidade uma mani-
festacdo de deficiéncia imunolégica, seria
de esperar que as substancias que aumen-
tam a producdo de anticorpos e a eficiéncia
das reacdes que libertam o organismo de
substancias extranhas, aumentassem tam-
bém a resisténcia ao desenvolvimento dos
tumores malignos. Tivemos em mente estas
esperancas na realizacdo dos varios siste-
mas experimentais de tumores mencionados
acima e, parece, dentro dos limites da possi-
bildiade, que as muitas e repetidas infecc¢des
gue essas criancas sofreram aumentou a
capacidade do hospedeiro para desenvolver
imunidade especifica ao tumor de Burkitt.

Além disto, a maior parte dos pacientes
com tumor de Burkitt, provém de zonas da
Africa onde a malaria é hiper-endémica e
2 maior parte dos pacientes mostrava sinais
de infestacdo malarica prévia (aumento do
baco, pigmento malarico, etc). Esta hiper-
trofia do sistema reticulo-endotelial pode-~
ria também aumentar a capacidade do
hospedeiro para reagir a um estimulo espe-
cifico (29). Barnett (3) mostrou que da
infeccdo concorrente de candrios com o
parasito de malaria, Plasmodium relictum,
e o virus da encefalite eqilina do oeste,
resultava em significativa supressio do
titulo de virus nessas aves. Trager (81, 82)
demonstrou que suspensées de Tumor de
Galinhas, injetadas em pintos com 2 a 3
semanas de idade, cresciam mais vagaro-
samente, e ocasionalmente nem cresciam,
sc fossem feitas injecdes de Plasmodium
lophurae no mesmo dia ou no dia seguinte.
Assim que os pintos se curavam da infec-
cao maldrica, entretanto, o tumor ecrescia
com a mesma rapidez que nos controles.
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Nadel et al. (52) usando Plasmodium ber-
ghei e leucemia L-1210 observaram aumento
no tempo de sobrevida se a malaria era
inoculada antes.

Para reproduzir a mesma situacdo que
ocorre no tumor de Burkitt seria provavel-
mente necessario inocular repetidamente
camundongos com malaria até que algum
grau de imunidade & malaria se instalasse.
Isto é dificil de conseguir com wuma raca
agudamente virulenta como o P. berghei,
que mata em 7 a 10 dias, embora seja pos-
sivel que inoculacdes repetidas, com a infec-
cao terminada, ou pelo menos efetivamente
suprimida no 5° ou 6° dia, com cloroquina,
pudesse eventualmente produzir o grau
desejado de estimulo reticulo-endotelial. O
tipo de infeccdo mais cronica pelo Plasmo-
dium chabaudi (43, 44), seria provavelmente
mais eficaz. Estes camundongos devem
entao ser inoculados com doses gradativas
e o efeito da leucemia e da terapéutica anti-
leucémica comparados nestes camundongos
e camundongos sem malaria. Tais estudos
estdo agora em andamento em nosso labo-
ratorio.

Nos ultimos 60 anos tem havido varios
relatos clinicos dos efeitos benéficos tempo-
rarios da malaria na leucemia (51, 71, 73) e
doencas afins (40), porém éstes exemplos
tém sido, principalmente, em leucemias
cronicas, com recaidas floridas e, em
nenhum déles, o paciente estava em remis-
sao completa quando a malaria foi ino-
culada. Diminuicées temporarias nas conta-
gens totais de leucécitos foram observadas,
mas nao houve nenkbuma influéncia favo-
ravel de carater permanente (72, 73, 28).

Em um caso de leucemia aguda, entre-
tanto, em um rapaz de 14 anos, tratado
provocando infeccio com o Plamodium
vivax, relatado por Lucherini (49), a con-
tagem de leucécitos caiu de 250.00, com
73% de mieloblastos, para 4.400, depois de
12" episodios febris en1 16 dias e, depois de
decorridas 6 semanas da febre ter sido tra-
tada com quinino, os leucdcitos ainda eram
5.800, com uma contagem diferencial nor-
mal e hematimetria de 4.4 milhdes/mlc.
Houve um decréscimo na esplenomegalia e
nas linfadenopatias e notavel melhora do
estado geral. Infelizmente ndo foi regis-
trada a seqiiéncia posterior do seguimento.

Todos éstes estudos sugerem que infec-
coes malaricas prévias em criancas com
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tumor de Burkitt podem, em verdade, ter
influéncia na resposta ao tumor.

O que pode ser aprendido com o tumor
de Burkitt que venha a ser de utilidade no
tratamento da leucemia¥ A quimioterapia
déste tumor difere consideravelmente, no
esquema de doses, do esquema empregado
em leucemias agudas. O Methotrexate em
doses diarias, dadas por via oral nao tem
efeito no tumor de Burkitt, como ficou de-
monstrado por Oetgen et al. (59), porém
tratamentos macicos a curto prazo sao efi-
cazes. Isto é particularmente interessante
em vista dos trabalhos de Li, Hertz et al.
(47, 48) de que doses macicas durante 5 dias
foram mais eficazes no coriocarcinoma do
que pequenas doses diarias de methotrexate,
dadas até atingir o mesmo grau de toxici-
dade, e também dos trabalhos de Selawry
et al. (74), no qual doses macicas intra-
niusculares de methotrexate, duas vézes por
semana, foram superiores a doses orais
didrias para manutencio de remissio em
criancas com leucemia aguda. O Enduxan
também tem sido muito mais eficaz no
tumor de Burkitt quando administrado em
doses Unicas. macicas, repetidas cada 2 ou
2 semanas (9). Talvez se devesse refletir
mais sObre ésses fatos no aque se refere &
leucemia aguda. A dificuldade, nos estégios
iniciais das leucemias agudas, é oue a me-
cdula 6ssea tem quantidades insuficientes de
precurssores de leucécitos, hemacias e pla-
quetas pelo que ha vperigo de agravar o
deficit com terapéutica macica. Aleuns
estudos neste sentido estdo sendo feitos,
conforme publicacoes do National Cancer
Institute e do Gruvo B de Leucemia (26,
27, 32, 37, 39), porém. é preciso aue se faca
ainda mais. Por exemvlo. apds a indvedo da
remissdo com vincristina e prednisona,
deve-se seguir exatamente a té-nica de
tratamento preconizada por Burkitt com o
Enduxan: 2 doses venosas de 30 a 40 mg/kg,
separadas por um intervalo de 2 a 3 sema-
nas, e depois, nenhum outro tratamento até
a recidiva. E importante executar exata-
mente a técnica porque Burkitt pode ter
acertado e estabelecido a dose absoluta-
mente correta. E possivel que se houvesse
éle administrado doses maiores ou menores,
nao tivesse obtido resultados tdo satis-
fatorios.

O que pode ser fetio para anular o defi-
cit imunolégico e estimular as defesas do
hospedeiro na leucemia aguda? Tomando
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por base os debates da Conferéncia de Kam-
pala e de outros locais, parecem promissoras
certas medidas que visam a aumentar as
cefesas do hospedeiro. Algumas destas me-
didas ja estao sendo estudadas, independen-
temente das sugestoes provenientes do com-
portamento o tumor de Burkitt. Todas essas
tentativas de imunizacdao devem ser toma-
das na ocasiao em que o paciente com leu-
cemia aguda estd em remissédo completa, de
modo que o excesso antigénico seja redu-
zido ao minimo. N&o deve haver também
tratamento de manutencao que interfira
com a inducao de imunidade ativa.

I. Imunizacao Ativa

A. Especifica
(1) — Infeccao com células leucémicas

autologas. Devem ser colhidas quando o
cdoente é admitido inicialmente no hospital,
antes do tratamento, e multiplicadas em
cultura celular e, se possivel, guardadas em
congelacdao até a data da utilizacdo. Podem
ser irradiadas e administradas sem altera-
¢do, ou homogeneisadas e irradiadas, ou
tratadas pela técnica de Weigle (83), na
esperanca de vencer a tolerancia.

(2) — Infeccao com células de tumor de
Burkitt irradiadas. Isto pode ser feito
baseando-se na teoria de que o tumor de
Burkitt pode ser um pouco mais antigénico
do que a leucemia aguda e de que pode haver
relacao antigénica cruzada (24).

B. Procedimentos para aumentar a capaci-
dade do hospedeiro de desenvolver imu-
nidade especifica.

(1) — Vacinacio com BCG ou fracio
MER. Isto parece justificavel em razao dos
dados de experimentacdo apresentados
acima.

(2) — Inducace de malaria. Por analogia
com a documentacio mencionada acima,
poder-se-ia estabelecer o postulado de que a
hipertrofia do sistema reticulo-endotelial
produzida pela malaria pode aumentar a
capacidade do hospedeiro para desenvolver
imunidade especifica, quer ao tumor e
Burkitt, quer & leucemia, particularmente
se a inducdo for feita na ocasido em que a
leucemia estiver em completa remissao.

II. Imunizacao Passiva

Voluntarios poderiam ser imunizados
por infeccdes de células irradiades, de pa-
cientes com leucemia aguda ou tumor de
Burkitt e, depois de algum tempo de circula-
cao, ou apos a demonstracio da existéncia
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de anticorpos ligados as células, os pacientes
com leucemia seriam transfundidos repeti-
damente com plasma obtido por plasmafo-
rese, ou concentrados de leucdcitos, ou fator
de transferéncia de leucécitos, obtido por
leucoforese, ou por canulisacao do canal
toraxico dos voluntarios imunizados. Ja
mencionamos que Ngu e Burkitt produziram
regressoes temporarias, objetivas, com dura-
cao de 2 a 3 semanas, em pacientes gue néo
tinham recebido qualquer forma de trata-
mento, portadores de doenca ativa, depois
da injecao venosa de plasma de outro pa-
ciente com tumor de Burkitt, em fase de
remissao. Tal imunizacdo passiva, parti-
cularmente se tentada na ocasido em que o
paciente estiver em remissdo produzida pela
quimioterapia, parece ser merecedora de
maiores estudos. O emprégo de plasma e
leucocitos provenientes de sobreviventes a
longo térmo parece particularmente per-
tinente.

Em resumo, o conhecimento atual do
tumor de Burkitt sugere 3 maneiras de
abordar o tratamento das leucemias agudas:

(1) — Depois que se produz remissido
completa com vincristina e prednisona,
administrar doses unicas, grandes, ou cursos
de pequena duracdo, porém intensivos, de

quimioterapia, que deve ser repetida a
intervalos de 2 a 3 semanas.
(2) — Estudo cuidadoso dos pacientes

em remissdo comvleta e sem qualouer trata-
mento de manutencao para evidenciar as
defesas do hospedeiro.

(3) — Tentativas de aumentar as defesas
do hospedeiro por imunizacio ativa, especi-
fica ou nfo, ou por imunizacdo passiva es-
pecifica, na ocasido em que o paciente es-
tiver em fase de remissio completa, porém,
nao mantida.

As remissdes a longo prazo observadas no
tumor de Burkitt sdo provavelmente resul-
tantes da acio combinada da quimioterapia
e das defesas do hospedeiro, e esta visao
bilateral do problema parece ssr essencial
na leucemia aguda.

O estudo da quimioterapia geografica no
tumor de Burkitt, comparando-se os resul-
tados do tratamento e as provas de defesa
do hospedeiro no paciente em remissdo. na
Africa, com documentacdo semelhante nos
Estados Unidos, deverd resultar em valiosos
elementos de orientacao para o contréle da
leucemia.
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