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Acc¢io do Metilcolantreno sobre Tecidos
em Cultura

M. T. Furrapo Dias
Assislente do Instituto Porfugués de Oncologia

RESUMO

Tentamos, neste trabalho, estudar a ac¢io do metilcolantreno
sobre culturas puras de tecido cujo desenvolvimento e caracteristicas
morfologicas normais eram conhecidas.

Dedicamos sobretudo a nossa atengfio aos caracteres histologi-
cos, porque, sendo desconhecido o comégo da canceriza¢io dos tecidos
submetidos a ac¢io déstes produtos, julgimos poder observar in wvitro
a mutagio que d4 origem i transformagio da célula normal em célula
neoplasica. Escolhemos tecido embrionério e adulto dos murganhos das
nossas estirpes, cuja facilidade de cancerizagdo j& conheciamos. Um
pequeno cristal de metilcolantreno foi aplicado umas vezes directa-
mente s6bre a cultura, outras vezes o hidrocarboneto foi dissolvido no
plasma a empregar na propor¢do de I mg. por I0 cc. de plasma. O
estudo fez-se sempre sdbre culturas irmds, das quais uma era subme-
tida a ac¢io da droga emquanto a outra era cultivada normalmente.

Verificou-se que, nos primeiros tempos de cultura, as células se
desenvolviam de maneira quési normal. Mas, a partir do 20.° dia, apro-
ximadamente, as culturas comegam a desenvolver-se mal. As células
deixam de formar tecido compacto (Fig. 1, 2) isolam-se, arredondam-
-se, tornam-se irregulares, aumentam de volume e os nucleos, também
aumentados de volume, apresentam enormes nucléolos irregulares e
espessos. A divisdo deixa de se fazer segundo os moldes cldssicos, por
vezes ja a partir do 12.° ou 15.° dias de cultura, aparecendo freqiiente-
mente figuras atipicas de mitose, nalgumas das quais se nota disper-
sdo dos cromosomas pela massa celular. Ao lado destas figuras e com
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igual freqiiéncia aparecem, nas culturas tratadas com metilcolantreno,
formas tripolares bem como outras em que os cromosomas se dispdem
em quiasma.

Ora, se o quadro que acabamos de ver ndo é absolutamente o
de uma cultura de tumor, éle assemelha-se-lhe até certa ponto. E,
atendendo ao interésse da questio na marcha da experiéncia, tenta-
mos a prova biolégica. Para isso, deixamos as culturas que apresen-
tavam estes sinais de atipia algum tempo (uma semana, pelo menos)
sem metilcolantreno, renovando-lhe o meio de dois em dois dias, para
as podermos inocular no animal, sem receio de que elas levassem al-
gum resto da droga, que, como sabemos, é capaz de actuar mesmo
em quantidades reduzidissimas e que portanto, por si sé, poderia
provocar o tumor, obrigando-nos a concluir erradamente dos resul-
tados obtidos.

Fazendo a inoculag¢do de trés, quatro e mais destas culturas a
cada murganho, ndio conseguimos nunca provocar o aparecimento do
tumor, mesmo ao fim de quatro mezes de observagio.

Vemos portanto que a forma do desenvolvimento, o aspecto das
células, a atipia observada nas culturas ndo correspondia ainda 4 ma-
lignidade.

Do estudo agora feito podemos concluir que:

1. — O metilcolantreno, mesmo em quantidades pequenissi-
mas, retarda o desenvolvimento das células cultivadas in vitro, le-
vando-as & degenerescéncia e & morte.

2.° — Além de mitoses tripolares, aparecem com freqiiéncia, nes-
tas culturas, figuras em que os cromosomas tendem a formar quiasma
e formas em que os cromosomas, de aspecto muito varidvel, se encon-
tram espalhados por toéda a massa celular de células bastante mais vo-
lumosas e protoplasma mais denso que o das células normais.

3.° — O tipo de crescimento em células isoladas, que as culturas
tomam a partir de determinada altura, bem como as figuras de mitose
atipica, atrds descritas, fazem lembrar até certo ponto o que podemos
observar nas culturas dos tumores obtidos por injeccio de soluto de
metilcolantreno nos ratos e murganhos.

4." — Rste facto fez supdr ter havido uma transformagao tumo-
ral. A prova biologica, isto é a inoculagdo destas culturas em murga-
nhos normais, nio levou ao aparecimento de qualquer neoplasia.

5.” — Contrariamente ao que acontece nos animais, a idade dos
tecidos parece nfo ter influéncia quando, em cultura, sio submetidos
A acgdo do metilcolantreno, pois, tanto a curva do desenvolvimento
como o aspecto da cultura é o mesmo quer se trate de tecidos adultos
quer de tecidos embriondrios.
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cancérigénes est fondamentalement le plus important parmi les pro-
blémes de la cancérologie expérimentales. Ainsi, partant du méme
point de vue les auteurs américains étudient le probléme en portant
surtout leur attention sur l'action du méthycholanthréne sur le déve-
loppement de la culture iz vifro. Ils ont obtenu quelques courbes in-

téressantes qui correspondent absolument au développement que nous
avons aussi constaté. Méme 1’aspect de leurs cultures, d'aprés leurs
microphotographies, ressemble beaucoup a ce que nous avons observé
et que nous alons décrire.

L’aspect morphologique des cultures soumises 4 1'action du mé-
thylcholanthréne nous intéressait plus que les courbes du développe-
ment parce que les altérations de forme ou d’aspect de la culture pour-
raient correspondre & un nouvel état des cellules qui, s’il n’était pas
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déja celui de la phase maligne, pourrait bien étre celui qui précéde
celle-ci, C’est pour cela que notre étude a été plutdt orientée dans le
sens cytologique.

Les cultures traitées dans les conditions ci-dessus nous ont mon-
tré que, dans les premiers repiquages, les cellules s’étaient développées
presque normalement, mais que, a partir du vingtiéme jour environ,
les cultures commencent & se développer mal.

Fig. 2

Les cellules ne forment plus un tissu compact (Figs. 1-2), elles
s'isolent, s’arrondissent, deviennent irréguliéres, augmentent de vo-
lume et les noyaux également augmentés de volume, présentent des
nucléoles énormes, irréguliers et denses. La division ne se fait plus
suivant les formes habituelles; parfois, & partir déja du 12éme ou
r5¢éme jour de culture, il est fréquent de voir des figures de mitose aty-
piques dans quelques-unes desquelles on note une dispersion des chro-
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mosomes dans la masse cellulaire. A
coté de ces formes et avec la méme
fréquence, dans les cultures traitées
avec le méthylcholanthréne, appa-
raissent des figures tripolaires ainsi
quc des figures dans lesquelles les
chromosomes se disposent en chias-
ma. Ces formes attirérent 1’attention
de HEeARNE, comme on peuf le voir
dans son tfravail publié dans Nature
de 1938 sous le titre de Induced
Chiasma formation in Somatic Cells
by Carcinogenic Hydrocarbon (Fig.
3 4 11).

Cependant, si le. tableau que
nous venons de voir n’est pas abso-
lument celui d’une culture de tu-
meur, il lui ressemble jusqu’a un

Fig. 3 certain point. Ayant en vue, non seu-
lement l'intérét de la question au
cours des expériences mais aussi la

difficulté de diagnostic différentiel entre les cultures normales et les
cellules néoplasiques, nous avons essayé la preuve biologique. Pour
cela, nous avons laissé les cultures qui présentaient ces signes d’aty-
pie pendant quelque temps (au moins une semaine) sans méthylcholan-
thréne, en renouvelant le milieu tous les deux jours pour pouvoir en-
suite les inoculer &
I'animal sans crainte
qu’elles puissent por-
ter des restes du pro-
duit qui, comme nous
le savons, exerce son
action cancérigéne mé-
me a des doses trés ré-
duites, évitant ainsi
des causes d’erreur.

En faisant l'ino-
culation de quelques-
-unes de nos cultures
(3,4 et davantage) a
chaque souris, nous
n’avons jamais pu pro-
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Fig. 7 Fig. 8

voquer l'apparition de tumeurs méme au bout de 4 mois d’observa-
tion,

Le tableau ci-contre résume ce que nous venons d’exposer sur .
les conditions d’expérience, ainsi que les observations recueillies aussi
bien avec les cultures normales qu’avec les cultures traitées par le mé-
thylcholanthréne.
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Dans les tumeurs obtenues par injection, nous pouvons voir les
cellules atypiques disparaitre au cours des transplantations successives.
En méme temps on constate que la malignité augmente ; le pourcen-
tage de cas positifs & inoculation s’éléve alors de 30 4 100 % 4 la cin-
qui¢me ou huitiéme transplantation. Nous avons déja considéré ces
cellules atypiques comme représentant un déséquilibre du métabolisme
cellulaire provoqué par le produit ; mais ce qui est certain c’est que
malheureusement nous continuons & ne pouvoir pas attribuer une signi-
fication définie & ces formes si fréquentes.

Fig. o Fig. 10 g, 11

Passant en revue une fois de plus les tentatives de cancérisation
in vilro qui ont été publiées jusqu’ici, nous avons principalement celle
de F1sCHER et LASER avec du goudron, celle de BISCEGLIE et GRAZIA
avec le 1: 2 benzopyréne, etcelles de de LIGNERIS avec du dibenzanthra-
céne. Sans mettre en doute la valeur de ces expériences dans lesquelles
ces auteurs disent avoir obtenu une cancérisation ¢n vifro vérifiée par
V'inoculation des cultures 2 des animaux normaux, le fait que des expé-
riences semblables n’ont pas donné les mémes résultats & d’autres in-
vestigateurs enléve beaucoup de 'importance qu’elles pourraient avoir.

Il est possible que certaines conditions, qui se présentent norma-
lement chez ’animal traité avec le produit, se soient vérifiées aussi dans
ces expériences de cancérisation in vilro dont les résultats furent posi-
tifs. Ces facteurs n’ont pas été envisagés par les investigateurs, ct com-
me nous continuons & ignorer la fagon dont les hydrocarbures agissent
sur 'organisme, ils sont peut-&tre passés inapercus. BARRY et d’autres
ont admis que les hydrocarbures sont oxydés dans I’organisme et que



