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RESUMO: Analisou-se a influéncia do processo inflamatorio induzido experimentalmente pela inoculagao do BCG na
regressio do tumor de Ehrlich na forma solida. O modelo experimental estabelecido consistiu na inoculacio do BCG por via
intralesional em coxim plantar de camundongos. O tumor foi induzido pela inoculacido de 0,05ml de suspensido contendo
aproximadamente 2.5 x 166 células tumorais no coxim plantar direito. Demonstrou-se que nos tempos imediatos a adminis-
tragcio do BCG ocorreram alteragdes no desenvolvimento da massa tumoral detectadas tanto através da mensuracdo paguime-
trica do didmetro do coxim plantar como através da histopatologia. Contudo, ndo se observou significancia a nivel de 5%
quando analisados pelo teste T de Student, Com a evolugdo do processo ocorreu um restabelecimento tumoral, indicando que
apesar de interferir com o crescimento e evolucdo da neoplasia, o tratamento com o BCG intralesional nido promoveu a re-

grssao total do tumor.,
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1 INTRODUCAO

Numerosas substancias tém sido empregadas com o
ohjetivo de estimular inespecificamente o sisteina imune e,
deste modo, induzir a regressdo neopldsica. Microorganis-
mos intactos como Mycobacterium bovis, Corynebacterium
parvum, fracées microbianas como o lipopolissacarideo,
polimeros sintéticos e citocinas t8m demonstrado capacida-
de de estimular a imunidade do organismo (KOPPER &
LAPIS, 1985; GARACI et al., 1989).

Na década de 60 surgiram diversos relatos demons-
trando que a administracdo do bacilo de Calmette-Guérin
suprimia o crescimento neopldsico ou alterava o nivel
de replicacdo tumoral em diferentes modelos experimentais
(BIOZZI| et al., 1959; OLD et al.,, 1959; NILSSON et al.,
1965; HANNA et al.,, 1972; LIEBERMAN et al., 1974;
PIMM®*& BALDWIN, 1975; 1980; LAMM et al., 1980;
FALK et al., 1983; LEONG et al., 1980). A base para esse
fendmeno seria a estimulacdo inespecifica do sistema de
defesa do organismo.

Estas observacdes sugerem que o processo inflamato-
rio tem a capacidade de desestabilizar tumores, levando al-
guns a regressdo e supressdo. Assim sendo, guestionamo-
nos no trabalho que se segue, qual seria a interferéncia do
processo inflamatorio crénico, induzido pelo BCG, em al-
terar a evolucdo de uma neoplasia.

1 — Trabalho desenvolvido na Universidade Estadual de Londrina.

2.. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Para a realizacdo do presente estudo foram utiliza-
dos camundongos albinos Swiss, ndao isogénicos, fémeas,
pesando entre 25 e 35 gramas. Durante a fase experimental
0s animais receberam dgua e racdo balanceada '‘ad libitum®’.

2.2.. Bacilo Calmete-Guérin

Utilizou-se o onco—BCG. oral {cepa Moreaux) produzi-
do pelo Instituto Butantd, partida 9102032 na concentra-
cdo de 100mg/ml com aproximadamente 108 bacilos/ml.

2.3.. Tumor Experimental

O tumor experimental usado foi o tumor ascltico de
Ehrlich proveniente de um adenocarcinoma mamario
de camundongo.

2.4_. Procedimentos Experimentais

Apds serem sedados com éter etilico, os camundon-
gos receberam 0,05ml de suspensdo celular contendo 2,5
x 109 células tumorais no coxim plantar do membro pos-
terior direito. Os animais do grupo controle foram inocula-
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dos com o mesmo volume de suspensdo celular no coxim
plantar do membro posterior esquerdo.

Os grupos de animais eram constituidos por 36 ani-
mais teste e 12 controle. Neste trabalho foram utilizados
dois grupos de animais.

Trés ou sete dias apds a inoculacdo das células tumo-
rais no coxim plantar, 6 animais de cada grupo teste rece-
beram intralesionalmente um volume de 0,025ml corres-
pondente a 25 x 1011 formas vidveis de onco-BCG oral.
Os animais controle em ndmero de 2 para cada grupo re-
ceberam pela mesma via 0,025ml de solucdo salina
tamponada.

Feita a inoculacdo do BCG ou salina os animais
foram sacrificados em cuba com éter nos tempos de 6, 12,
24, 72, 168 e 336 horas. O coxim plantar de cada camun-
dongo foi seccionado e mensurado com o auxflio de um
paquimetro. Procedeu-se, entdo, a fixacdo do coxim plantar
em |fquido de Bouin, desidratacdo em solucdes crescentes de
dlcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Cortes
com 5 um de espessura foram corados pelo método de he-
matoxilina-eosina (H.E.).

2. 5_ Andlise Estatistica

Utilizou-se para as comparacdes o teste “t” de
Student para amostras pareadas (COSTA NETO, 1977).
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3- RESULTADOS

3.1- Histopatologia dos Coxins Plantares Inoculados com
Suspensdo Celular de Tumor de Ehrlich ha trés dias
e Posterior Administracdo Intralesional de 0,02 &nl
de Onco-BCG.

Conforme demonstrado na Fig. 1 em seus aspectos
mais marcantes, verificou-se que, nos tempos de 6 e 12
horas, os animais testes apresentaram congestdo e edema,
sendo este caracterizado por acentuada dissocaicio do te-
cido conjuntivo. Observou-se intenso infiltrado inflamato-
rio subeptelial com predominio de células polimorfonuclea-
res e uma giea linear de necrose acompanhando a epiderme
delimitada por infiltrado polimorfonuclear abundante. Nos
animais sacrificados até 72 horas apés a inoculacdo do BCG
observou-se a presenca de material amorfo eosinofilico na
derme, correspondente ao inéculo circundado por intensa
reacdo inflamatéria. Ocorreu uma reducdo na intensidade
da congestdo e do edema nas 24 horas, enquanto que a
reacdo inflamatéria tornou-se mais acentuada, ocorrendo
uma diminuicdo do nimero de células tumorais integras.
As reacOes vasculares persistiram nas 72 horas, observan-
do-se, ainda, infiltrado polimorfonucelar com necrose das
células tumorais. Nos tempos finais (168 e 336 horas) as
reacOes vasculares desapareceram e houve uma acentuada
reducdo no infiltrado inflamatdrio. A massa tumoral apre-
sentou-se compacta, com poucas dreas de necrose., Obser-
vou-se presenca de tecido conjuntivo na periferia do tumar
juntamente com infiltrado inflamatério focal de células
mononucleares.
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FIGURA 1 — Corte histologico de coxim plantar de camundongo
inoculado com tumor de Ehrlich ha 3 dias e tratado intralesional-
mente com BCG. Notar a presencga de massa tumoral compacta
com poucas areas de necrose. Hematoxilina-Eosina. 165x.
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Os animais controle apresentaram congestdo e edema
discretos nos tempos de 6, 12 e 24 horas, desaparecendo
ap6s este perfodo. O infiltrado inflamat6rio na regido
subepitelial permaneceu pouco acentuado ao longo do
processo e era constitufdo por células polimorfonucleares
e mononucleares. A presenga de necrose no paréngquima
tumoral s6 foi observada em casos esporadicos, a partir
das 24 horas sendo circundada por células polimorfonu-
cleares.

As médias dos didmetros dos coxins plantares verifi-
cadas para cada tempo foram submetidas a andlise estatis-
tica ndo demonstrando significdncia para o nivel de 5%
(Fig. 2).

3.2_ Histopatologia dos Coxins Plantares Inoculados com
Suspensfio Celular de Tumor de Ehrlich ha 7 dias e
posterior administracdo intralesional de 0,02 5ml de
Onco-BCG.

O exame histolégico demonstrou que os animais tes-
te apresentaram congestdo e edema moderados no tempo
de 6 horas, tornando-se mais acentuados nos tempos sub-
seqiientes até as 168 horas, quando estas alteragSes desa-
pareceram. O infiltrado inflamatério subepitelial apre-
sentou-se com predom(nio de células polimorfonucleares
nos diversos tempos do experimento. A intensidade dessa

Diametro (em)

reacdo diminuiu com a evolucdo do processo. Observol
se, na derme, focos de células polimorfonucleares circur
dando material eosinofflico amorfo, correspondente
presenca de indculo nos tempos de 6, 12 e 24 horas. ¢
necrose apresentava-se como uma éarea linear que margea
va a epiderme até o grupo de 24 horas. A partir desse tem
po tornou-se cada vez mais difusa e o infiltrado inflama
tério polimorfonuclear que envolvia a é4rea necrotics
diminuiu de intesidade com aevolugdo do processo. Obser-
vou-se, ainda, esbogo de cédpsula conjuntiva na periferia
da neoplasia bem como infiltrado inflamatério mono-
nucelar nos tempos de 168 a 336 horas (Fig. 3).

Nos animais controle ndo se observou congestdo ou
edema em nenhum dos tempos estudados. O processo in-
flamatério, limitado & regido subepitelial, era constitufdo
por células polimorfonucleares e mononucleares, sendo pouco
acentuado em todos os tempos observados. As dreas de ne-
crose apresentavam-se pouco significantes no inicio do
processo, tornando-se mais extensas a partir das 72 horas.
O infiltrado inflamatério polimorfonuclear que envolvia
essas areas era pouco acentuado em todos os tempos obser-
vados. No grupo de 168 horas verificou-se a presenca de
&mbolos constituidos por células tumorais.

As médias dos diametros dos coxins plantares verifi-
cadas para cada tempo foram submetidas & andlise estatfs-
tica, ndo demonstrando significancia para o nivel de 5%
(Fig. 4).
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FIGURA 2 — Comparacio entre os tratamentos intralesionais com

BCG e salina em tumores de 3 dias.

Semina Ci. Agr., v. 15, n. 1, p. 8-13

10



i

g ged SOV L
» e oo

i ol G

-
e
$; i

¥

-
W

.
» ":’-wﬂ-'
4.
i

3]

fho

FIGURA 3 — Corte histologico de coxim plantar de camundongo
incoulado com tumor de Ehrlich ha 7 dias e tratado intralesional-
mente com BCG. Notar o edema, o infiltrado inflamatorio, ampla

area necrbtica e a presencga do indculo no centro necrético. Hemato-
xilina-Eosina. 165x.
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FIGURA 4 — Comparacao entre os tratamentos intralesionais com
BCG e salina em tumores de 7 dias.
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4_ DISCUSSAO

E sabido que o sistema imune é extremamente im-
portante no controle das neoplasias. Apesar de nao estar
esclarecido se a diminuicdo da imunocompeténcia precede
ou é resultado do céncer avancado, a alta prevaléncia de
neoplasias, em pacientes com imunodefici€éncia e em recep-
tores de transplantes imunodeprimidos sugere que imuni-
dade atenuada contribui para a progressao dos tumores.
Também a interferéncia do processo inflamatério nas
neoplasias tem sido relatada em diversos estudos (GUER-
RA, 1983; DAGLI, 1989). O tipo e a intensidade da intera-
¢do entre os processos determinard o crescimento ou a
supressao do tumor.

Tanto o exame histopatolégico como a andlise das
mensuracoes dos didmetros dos coxins plantares demons-
tra que existem alteracBes na evolugdo tumoral. Na ana-
lise estatfstica, no entanto, ndo se verifica significancia
para o nivel de 5%.

Os animais teste apresentaram aumento da vasculari-
zacdo regional, caracterizado por cangestdo e edema
intersticial, sendo que essas alteraghes mostraram-se mais
evidentes nos perfodos mais préximos a inoculacdo da bac-
téria. HANNA et al. (1972) e LEONG et al. (1990} também
observaram edema intersticial nas fases que se seguiam a
administracdo do BCG via intralesional.

O infiltrado inflamatério subepitelial presente nos
animais inoculados com BCG foi predominantemente po-
limorfonuclear e bastante acentuado em comparacio
com o grupo controle. A intensidade do processo inflama-
torio deve-se provavelmente a presenca do agente no local
da lesdo.

A presenca de indculo no tumor induziu um acentua-
do infiltrado inflamatério focal polimorfonuclear ao seu
redor tanto no tumor de 3 dias como no de 7 dias de evo-
lucdo até o tempo maximo de 72 horas de experimentacao.
Apds esse tempo o indculo deve difundir-se no local, o que
implicaria na diminuigdo de intensidade dos infiltrados
inflamatérios focais.

HANNA et al. (1973); RIBI et al. (1973) e LIEBER-
MAN et al. (1974) também descrevem a ocorréncia de um
intenso infiltrado inflamatério polimorfonuclear nas pri-
meiras 24 horas apds inoculacdo do BCG. Segue-se a esta
reacdo a 'infiltracé‘o de células mononucleares que depois
organizam-se como granulomas ndo caseosos (HANNA et
al., 1972; LIEBERMAN et al., 1974; LEONG et al., 1990).
Nosso estudo, apesar de abranger os tempos experimentais
em que ocorre o processo de formacdo do granuloma,

nao apresentou esta caracteristica em nenhum dos grupos.
E possivel que a guantidade de BCG inoculada (0,025ml)
nos animais ndo tenha sido suficiente para o desenvolvi-
mento deste tipo de reacdo ou, ainda, que o microambiente
neoplédsico tenha impedido a formagdo de lesdo caracterfs-
tica.

O predominio de infiltrado inflamatério monoculear
a partir do tempo de 24 horas ¢é relatado por LIEBERMAN
et al. (1974); HESS et al. (1977); SVEJDA et al. (1979) e
LEONG et al. (1990). Nesse aspecto nossos resultados
ndo estdo inteiramente de acordo com os da literatura.
Nos animais teste o infiltrado inflamatério mononuclear
s6 se tornou evidente no tempo de 168 horas, ficando res-
trito a periferia do tumor. A andlise destes dados sugere
que apenas a presenca do agente no local da lesdo numa
concentracdo adequada é capaz de induzir resposta infla-
matdria mononuclear expressiva.

Os animais tratados com BCG apresentaram &reas
de necrose mais extensas do que os inoculados com solugdo
salina. Células tumorais com sinais de degeneracdo e amplas
dreas de necrose foram evidenciadas em perfodos que varia-
ram de 24 horas a 8 dias por HANNA et al. (1972); LIE-
BERMAN et al. (1974); HESS et al. (1977); SVEJDA et
al. (1979) e LEONG et al. (1990). Em nosso trabalho obser-
vamos que dreas necrodticas focais ocorreram nos tempos
iniciais, sendo que a extensdo aumentava a partir das 72
horas.

A substituicdo total da massa neopldsica por tecido
cicatricial ndo foi observada em nenhum dos tempos do
experimento, ao contrario do que afirma a maioria dos
autores. Verificou-se apenas esboco de cdpsula conjuntiva
circunscrevendo a drea tumoral. Como nado houve também
a necrose total das células neoplasicas e considerando-se
que este seria um evento primordial para o estabelecimento
do processo cicatricial, explica-se o porqué deste processo
ndo ter sido importante.

Como nossos resultados nem sempre apresentaram
as caracterfsticas descritas por outros autores, temos que
considerar que as diferencas entre as metodologias emprega-
das podem ter tido influéncia marcante.

LAMM et al. (1980) e KEY e HANNA (1981) afir-
mam em seus trabalhos que a dose de BCG utilizada é
importante nas respostas teciduais. NORMANN e COR-
NELIUS (1987) verificaram que injecdes multiplas de BCG
sd0 necessarias para a manutencdo da atividade antitumo-
ral. As observacdes destes pesquisadores levam-nos a pensar
que concentracOes maiores e inoculacdes repetidas de BCG
poderiam proporcionar resultados mais efetivos do que os
obtidos neste estudo.
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BRACARENSE, A.P.R.R.L.; SINHORINI, I.L. Influence of induced inflamation with BCG on the regression of Ehrlich
tumour. Semina: Ci. Agr., Londrina, v.15, n.1, p.8-13, march 1994,

ABSTRACT: It has been analized the mfluence of experimentally induced inflamation with BCG on the regression of
the solid Ehrlich tumour. The experimental model consisted of the administration of BCG intralesionally. The animals
received 0,05ml of a suspension containing 2,5 x 1 0/6 fumor cells in the foorpad. Histologic changes have been demostrated
in the development of rhe tumour at several times after the inoculation of BCG. Alterations in tumour size have also been
studied. Estatistic analysis (Student T-test) has not demonstrated significant levels (5%). The growth of the tumour has
re-established accompanying the evolution of the process. This fact suggesis that although BCG interferes with tumour’s
growth it was not able to bring about complete destruction of the neoplasia.

KEY WORDS: /nflammmuation, Neoplasia, Ehrlich, Tumour, BCG.
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