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Duas variantes do Walker 256 foram descritas como Walker 256 A e AR. A variante A 

 é mais agressiva e pode induzir os efeitos sistêmicos como anorexia, retenção de sódio, 

líguido de perda de peso e morte. Os mecanismos envolvidos na regressão e progressão 

tumoral são desconhecidos. No presente trabalho, células esplênicas e tumorais de animais 

inoculados com variantes A e Ar foram isoladas para avaliar a expressão gênica de TGF-β, 

IL-12, TNF-α e IFN-γ e componentes de apoptose relacionando com anemia, perda de 

peso, peso do baço, peso do tumor e fragilidade osmótica comparando controles inoculados 

com Ringer Lactato. Os resultados mostraram que o grupo inoculado com a variante A 

comparado com a variante Ar, apresenta altos níveis de expressão de TGF-β em ambas as 

células esplênicas e tumorais, ausência de expressão de IFN-γ e aumento progressivo dos 

níveis de IL-12 sem infiltrado inflamatório. Esses resultados sugerem que a agressividade 

da variante A está relacionada á modulação de citocinas, facilitando o crescimento e escape 

tumoral. A IL-12 pode ser constitutiva nas linhagens A e Ar. A expressão gênica de Bcl-2 

foi progressiva e não houve expressão de Fas nas células tumorais do grupo A.  

Estes resultados demonstram que na linhagem A a imumogenicidade ocorre por outros 

mecanismos. A expressão de citocinas e componentes de apoptose pode explicar as 

diferenças das linhagens A e Ar.  
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Two variants of this Walker 256 tumor have been previously reported as Walker 256 A and 

variant Ar. The variant A is more aggressive and can induce systemic effects as anorexia, 

sodium and water retention, followed by weight loss and death. The mechanisms involved 

in enhancing tumor regression and progression in this model is still incompletely 

understood. In the present study, spleen cells and tumor cells from animals inoculated with 

variants A and AR, were isolated to investigate the TGF-β, IL-12, IFN-γ, TNF-α gene 

expression, components of apoptosis and relationship with anemia, weight of animals, 

weight of spleen, height of tumor and osmotic fragility compared with controls inoculated 

with Ringer Lactate. Results demonstrate that the group inoculated with variant A 

compared with variant Ar, shows high levels of TGF-β gene expression in both tumor 

tissue and spleen cells, no expression of IFN-γ and a progressive and higher levels of IL-12 

in tumor tissue without inflammatory infiltrate. These results suggest that the aggressively 

of variant A is relate to cytokine modulation, facilitating the growth and escape of tumor 

cells. Furthermore, IL-12 seems to be constitutively expressed in both tumor lineage A and 

AR. The mRNA expression of Bcl-2 was progressive and there is no expression of Fas on 

tumoral cells of group A. These results demonstrate that on the lineage A the 

immunogenicity occurs by others mechanisms. The expression of cytokines and 

components of apoptosis can explain the differences of lineages A and AR. 
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Em 1928, o pesquisador George Walker da Universidade John Hopkins 

observou o aparecimento de tumor na região da glândula mamária de rata albina prenhe. 

Designado de Tumor de Walker 256 (W256). Tratava-se de neoplasia de crescimento 

espontâneo que regrediu totalmente durante o período de lactação. Contudo, após o 

desmame da prole o tumor voltou a crescer rapidamente. Naquela ocasião, este tumor foi 

considerado adenocarcinoma e os testes de transplantes evidenciou a facilidade do 

crescimento em ratos receptores (EARLE, 1935).  

Além do implante de fragmentos de tecido tumoral, transplantes foram 

realizados através da inoculação de células tumorais obtidas do próprio tumor sólido,  

da forma ascítica crescendo na cavidade peritoneal de ratos, ou mesmo de células tumorais 

mantidas em cultura (AGOSTINO & CLIFTON, 1968 e IWANA-MATTOS, 1973). 

As características de transplante deste tumor, bem como as técnicas de cultura 

de tecidos, permitiram sua manutenção até a atualidade, sendo conhecidas variantes 

morfológicas como sarcoma, carcinoma e carcinossarcoma designadas genericamente de 

Tumor de Walker 256 (W256) (IWAMA-MATTOS, 1973). 

Em 1995, Guimarães et al, descreveram duas linhagens tumorais do W256:  

A (agressiva) e Ar (regressiva). A linhagem variante regressiva (Ar) do W256 foi obtida a 

partir da linhagem agressiva (A) deste tumor. (Durante os sucessivos repiques de células 

tumorais na cavidade intraperitoneal do rato, visando a manutenção da linhagem tumoral A 

surgiu a linhagem Ar.  . A linhagem Ar mostrou-se menos agressiva, quanto à capacidade 

de induzir os efeitos sistêmicos tumorais (perda de peso), apresentando elevado índice de 

regressões espontâneas, quando utilizada uma única inoculação subcutânea de  

5 x106 células por rato (GUIMARÃES et al., 1995).  

 

1.1- Ação das citocinas sobre a imunidade antitumoral  

Avanços na imunologia celular e molecular têm contribuído para o 

entendimento das interações tumor-hospedeiro, possibilitando o desenvolvimento de 

intervenções terapêuticas visando a manipulação do sistema imune para erradicação do 

tumor, ganhando cada vez mais importância como forma de tratamento. 
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O processo de instalação neoplásico ocorre como resultado de três processos: 

eliminação, equilíbrio e escape. Durante o processo de eliminação, as células tumorais 

sobrevivem a resposta imune. Posteriormente, durante o período de equilíbrio entre os dois 

tipos celulares (normais e tumorais), ocorre a seleção das variantes tumorais.  

Finalmente, ocorre a instalação definitiva do tumor em virtude do escape destas células à 

resposta imunológica (DUNN et al., 2002). 

Durante a fase de eliminação, quando os tumores sólidos apresentam 

determinado tamanho, tem início a invasão ao tecido do hospedeiro, e requer o aumento no 

suprimento sanguíneo propiciado pela produção de proteínas (DUNN et al., 2002).  

O crescimento invasivo causa lesões mínimas no tecido vizinho, induzindo 

sinais inflamatórios que recrutam células do sistema imune inato (NK, células T γδ, 

macrófagos e células dendríticas) ao local. (MATZINGER et al , 1994; GIRARD, 2001; 

SMITH et al, 2001). 

As células transformadas são reconhecidas por linfócitos infiltrados como NK, 

γδ, que passam a produzir IFN-γ, o qual numa segunda fase pode induzir a morte tumoral 

por mecanismos apoptópticos e antiproliferativos (BROMBERG et al, 1996;  

KUMAR et al, 1997; YOKOYAMA, 2000; CERVENKA, 2000; DIENFEBACK, 2001). 

Os debris de células tumorais formados como conseqüência direta ou indireta 

da produção de IFN-γ no tumor são posteriormente fagocitados pelas células dendríticas e 

drenadas para os linfonodos. As quimiocinas produzidas durante o processo inflamatório 

recrutam mais NK e macrófagos para o local (DIENFEBACK, 2001).  

Na terceira fase, as NK e macrófagos infiltram o tumor, ativando-se 

mutuamente pela produção recíproca de IFN-γ e IL-12. A eliminação tumoral acontece por 

mecanismos que envolvem fatores vinculados a apoptose como fator de necrose tumoral 

(TNF), a perforina e intermediários reativos de nitrogênio e oxigênio  

(TRINCHIERI et al, 1992; SMYTH et al, 2000, , IKEDA et al, 2002).  

No linfonodo de drenagem, as células NK induzem linfócitos Th CD4+  

a expressar IFN-γ, propiciando o desenvolvimento de linfócitos T CD8+  

(PARDOLL, 2002, GEROSA, 2002, FERLAZZO et al, 2002). 
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Na quarta fase, as células T CD4+ e CD8+ migram ao sítio do tumor,  

onde destroem o restante das células tumorais cuja imunogenicidade foi aumentada pela 

exposição local ao IFN-γ (SHANKARAN, 2001). 

No processo de equilíbrio, o sistema imune do hospedeiro e qualquer variante 

da célula tumoral que sobreviveu ao processo de eliminação, entram em equilíbrio 

dinâmico. Desta forma, os linfócitos e a liberação de IFN-γ suplementada por outras 

células, promovem mecanismos de seleção negativa nas células tumorais, suficiente para 

conter seu crescimento momentâneo. Contudo, ainda insuficiente para eliminar totalmente 

as células mutagênicas e geneticamente instáveis do ambiente tumoral contendo.  

Além disso, no processo de escape, as variantes do tumor que sobreviveram ao processo de 

destruição, tornam-se insensíveis à detecção imunológica e/ou eliminação através de 

mudanças genéticas e epigenéticas,  e iniciam a expansão de maneira incontrolada 

(DUNN et al., 2002; DUNN ET AL., 2004).  

A grande maioria dos tumores “escapa” do reconhecimento imune através de 

vários mecanismos, entre os quais podemos citar a perda de moléculas de Complexo de 

Histocompatibilidade Principal (CHP) na superfície da célula, mutação ou perda de 

antígenos tumorais, alterações de receptores que sinalizam a morte celular e produção de 

citocinas e outras substâncias imunossupressoras (SANTINI & BELARDELLI, 2003; 

AHMAD, 2004; WHITESIDE & ODOUX, 2004). 

As citocinas são os principais mediadores da defesa do hospedeiro regulando a 

comunicação entre células apresentadoras de antígenos (APCs), linfócitos e outras células 

de defesa no curso da resposta imune. O repertório de citocinas apresentado no local do 

tumor determina o tipo de resposta de defesa contra o tumor (CHOUAIB, et al, 1997). 

Desta forma, certas citocinas secretadas podem impedir a resposta antitumoral do 

hospedeiro, enquanto outras promovem o desenvolvimento da imunidade mediada por 

células, proporcionando, indução ou amplificação da resposta (CHOUAIB et al, 1997). 
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Fator de necrose tumoral alfa  

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) atua na diferenciação e maturação de 

células dendríticas (CDs) (JONULEIT et al, 1996). Portanto, a produção local pode 

aumentar a ativação e migração de CDs e promover a geração de resposta imune adaptativa 

antitumoral (BELARDELLI  et al, 2002).  

Observou-se que os efeitos antitumorais do TNF-α e IL-1 são semelhantes aos 

observados nos modelos experimentais em ratos e, por essa razão foram considerados 

agentes promissores para terapia anticancer. Estudos subseqüentes revelaram que os efeitos 

tóxicos estão associados às altas doses dessas citocinas, o que inviabilizou o uso clínico 

(JONULEIT et al, 1996). 

 

Interferon gama  

O Interferon gama (IFN-γ) tem efeito sobre as células da imunidade inata, como 

os macrófagos, regulando o estado de ativação destas células (BELARDELLI et al, 1995). 

Estudos mostram a produção de IFN-γ por macrófagos (GESSANI et al, 1998) e células 

dendríticas (DCs) (FRUNCH et al, 2001), sugerindo que esta citocina constitui-se num 

ponto de ligação entre a resposta inata e adaptativa (HATA ET AL., 1998;  

DUNKER E KRUGESTEEN, 2000; MUMMERY, 2001).  

 

Fator Transformador de Crescimento Beta  

O Fator transformador de Crescimento beta (TGF-β) atua como determinante 

de sobrevivência no ambiente da célula tumoral. Os efeitos parácrinos e autócrinos nas 

células tumorais e microambiente, influenciam vias de sinalização celular importantes na 

promoção e supressão da progressão e invasão tumoral (MASSAGE, 1998; DERYNCK, 

2001).  Ratos transgênicos com expressão aumentada do TGF-β ativo são resistentes ao 

câncer mamário induzidos por oncogenes ou carcinógenos (PIERCE et al, 1993;  

JHAPPAN et al, 1993; PIERCE et al 1995).  
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Esta citocina age de diferentes maneiras, a maioria imprecisa, previne a 

fosforilação que inativa proteína de retinoblastoma (pRb). A pRb no estado hipofosforilado, 

bloqueia a proliferação pelo seqüestro e alteração das funções dos fatores de transcrição 

E2F que controlam a expressão de bancos de genes essenciais para progressão da fase G1 

para fase S do ciclo celular ( WEINBERG, 1995). A ruptura da via pRb libera E2Fs e 

permite a proliferação celular tornando as células insensíveis a fatores inibitórios de 

crescimento que manejam a via através do bloqueio na fase G1 do ciclo celular 

(HANAHAN et al; 2000).   

Alguns tumores perdem a responsividade ao TGF-β pela diminuição seus 

receptores, enquanto outros expressam mutantes, ou receptores não funcionantes  

(FYNAN e REISS; 1993; MARCOWITZ et al, 1995).  Em estudo com carcinogênese 

química em pele de rato, a expressão de TGF- β1 em queranócitos suprimiu a formação de 

tumores de pele benignos. Entretanto, após o desenvolvimento do tumor,  

ocorreu a progressão em um fenótipo extremamente invasivo em decorrência da expressão 

desta (CUI et al, 1996). A existência de receptores de TGF-β tipo II (TβRII) nessas células 

retarda a formação do tumor primário e de metástases, prevenindo a transição epitelial para 

mesenquimal. Tal situação, sugere que muitos tumores epiteliais sobrevivem a inibição do 

crescimento pelo TGF-β e, sua secreção pelo câncer e/ou células do estroma,  

podem contribuir para a progressão tumoral final (OFT et al, 1998).  

 

1.2- Citocinas e Tumor Walker 256 

Há poucos trabalhos referentes à expressão de citocinas no modelo de câncer 

induzido pelo tumor Walker 256. O TNF-α quando administrado em ratos inoculados com 

o W256 estimula a degradação protéica, sem que haja alteração na síntese protéica do 

tumor, provocando desequilíbrio e, desta forma, explicando a diminuição do crescimento e 

da ploidia da célula tumoral (YE et al, 1994).  

O crescimento do tumor está associado à anorexia, febre, perda de peso e 

aumento da secreção de IL-1 e TNF-α por leucócitos. (McCARTY et al, 1993).  
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Ratos com hipercalciúria inoculados com tumor W256 sintetizam proteínas 

relacionadas com hormônio paratireóide e, pelo menos uma delas tem atividade de TGF-β. 

A administração de TGF-β nestes ratos aumentou a sua própria expressão de RNAm.  

A avaliação desta citocina em diferentes estágios de crescimento tumoral em ratos com 

tumor W256 não demonstrou a presença de sua forma bioativa. Portanto, as células 

tumorais parecem secretar TGF-β de forma inativa (BENITEZ-VERGUIZAS et al, 1999). 

 

1.3- Apoptose 

Apoptose, ou morte celular programada, é um mecanismo pelo qual as células 

controlam a proliferação celular em resposta ao dano do DNA (LOWE et al, 2000).  

Foi inicialmente descrita pelas suas características morfológicas incluindo alteração celular, 

ruptura de membrana, condensação de cromatina e fragmentação nuclear  

(KERR et al, 1972; WYLLIE et al, 1980; KERR et al, 1994). É um programa determinado 

geneticamente com implicações na homeostasia tissular e desenvolvimento biológico 

celular. Isto implica que o número celular pode ser regulado por fatores vinculados a 

sobrevivência e proliferação. Portanto, as alterações genéticas podem levar a alterações na 

morte celular programada, contribuindo para o estabelecimento de doenças 

neurodegenerativas e neoplasias (KAUFMANN et al, 2001). 

A noção que a apoptose pode influenciar fenótipo maligno tumoral vem desde a 

década de 70. Os estudos da cinética de crescimento tumoral mostram que a perda celular 

pode ser maciça ou ter crescimento menor que 5% do predito (KERR et al, 1972;  

WYLLIE et al, 1980). Em princípio as mudanças neste “fator de perda celular”,  

podem ter impacto no crescimento ou regressão tumoral. A maioria das células morre por 

necrose (KERR et al, 1994) e o restante por apoptose (KERR et al, 1972). Estudos revelam 

a alta freqüência de apoptose em tumores com regressão espontânea e com agentes 

citotóxicos (KERR et al, 1994). Essas observações sugerem que  apoptose contribui para a 

perda celular em tumores malignos e pode promover a regressão tumoral  

(KERR et al, 1972; WYLLIE et al, 1980). 
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Alguns tipos de câncer, como leucemia linfocítica crônica de célula B,  

linfoma folicular (TSUJIMOTO et al, 1985), leucemia/linfoma células B infectados vírus 1 

(HEGARTNER, 2000), são caracterizados por defeitos na indução da apoptose levando a 

imortalidade dos clones destas células. Outras neoplasias têm defeitos nas vias regulatórias 

como p53, fator nuclear kappa B (NFκB), ou quinase 3 fosfatidil inositol (PI3K)/Akt 

levando a defeitos na apoptose (KAUFMANNN et al, 2001). 

 

Apoptose e Câncer 

A caracterização de oncogene Bcl-2 estabeleceu a importância da apoptose no 

desenvolvimento tumoral. O Bcl-2 foi primeiramente identificado como uma quebra 

cromosômmica do t(14; 18) na linhagem da leucemia humana e posteriormente mostrou um 

evento comum no linfoma folicular (TSUJIMOTO et al, 1984; TSUJIMOTO et al, 1985).  

Os oncogenes foram classificados como “transformadores” ou 

“imortalizadores” (LOWE et al; 2000). Entretanto, o Bcl-2 não age como um oncogene 

típico: causa a ruptura do controle normal da proliferação, atua promovendo a 

sobrevivência celular pelo bloqueio da morte celular programada (VAUX et al, 1998; 

MACDONNEL et al, 1989, HOCKENBERRY et al, 1989).  Nos ratos transgênicos, a 

expressão aumentada promove linfoproliferação e indução de c-myc  

(MACDONNEL et al, 1989, HOCKENBERRY et al, 1989; STRASSER A et al, 1990).  

Nesta ocasião, ao menos 15 membros da família Bcl-2 foram identificadas em 

células mamárias, incluindo proteínas que promovem apoptose e aquelas que previnem 

apoptose (GROSS et al, 1999). 

A habilidade de escapar a apoptose é a principal característica das células 

tumorais, correlacionando-se com agressividade e resistência às terapias anticâncer 

(SCHIMITT et al, 2003; DENICOURT et al, 2004 ). 

Assim, a falta de expressão de Fas-L (Fas ligante) e TRAIL (ligante indutor de 

apoptose associado ao TNF) que são expressos na superfície de várias células tumorais, 

tornam as células resistentes a apoptose. Além disso, algumas células ao entrarem em 
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contato com outras células que expressam Fas, liberam sinais de morte celular.  

Esta situação pode permitir que as células tumorais eliminem linfócitos, suprimindo desta 

forma, a resposta imune antitumoral, um fenômeno denominado “contra-ataque”  

(KRAMMER et al., 2000; KREPELA, 2001). 

 

Vias da apoptose 

Existem dois mecanismos principais de morte celular: necrose-apoptose.   

O entendimento das vias de sinalização detalhadas da apoptose é incompleto, este processo 

é controlado por um complexo de proteínas, que são ativadas por vários fatores e são 

arranjados em moléculas seqüenciais  de sinalização (GHOBRIAL et al, 2005). 

O maquinário da apoptose pode ser dividida em duas classes de componentes: -

sensores e efetores. Os sensores são responsáveis pela monitorização do meio intra e 

extracelular para condições de normalidade e anormalidade que influenciam se a célula irá 

morrer ou viver. Esses sinais regulam a segunda classe de componentes, cuja função são 

efetores da morte apoptóptica. Os sentinelas incluem receptores de superfície celular que 

ligam-se a fatores de sobrevivência ou morte.Os exemplos de pares  receptor/ligante 

incluem sinais de sobrevivência  pelo IGF-1/IGF-2 através do seu receptor, IL-3R  

(LOTEM et al, 1996; BUTT et al, 1999; HANAHAN et al, 2000). 

Os sensores intracelulares monitorizam o “bem estar” celular e ativam as vias 

de morte em resposta a normalidades, incluindo dano DNA, alteração na sinalização 

provocado pela ativação de oncogene, insuficiência no fator de sobrevivência, ou hipóxia 

(EVAN et al, 1998).  

Entretanto, a vida da maioria das células é mantida em parte pelos sinais de 

sobrevivência baseados na aderência célula-matrix; célula-célula cuja quebra leva a 

apoptose (ISHIZAKI et al, 1995; GIACOTTI et al, 1999). Os sinais regulatórios refletem as 

necessidades tissulares de manter as células na arquitetura apropriada  

(HANAHAN et al, 2000). 
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A apoptose ocorre através de duas vias principais. A primeira, referida como 

via extrínsica ou citoplasmática, é através do receptor morte Fas, membro da superfamília 

receptor TNF (ZAPATA JM et al, 2001). A segunda via é a via mitocôndrial que a 

estimulação leva a liberação de citocromo c da mitocôndria e ativação do sinal de morte 

(HOCKENBERRY et al, 1990).  

Ambas vias convergem à via final comum envolvendo a ativação da cascata de 

proteases chamadas caspases que clivam as moléculas reguladoras e estruturais, 

culminando na morte celular. As vias são ligadas; portanto a distinção entre elas é simplista 

(SCAFFIDI  et al, 1998). 

A expressão aumentada de Bcl-2 na via intrínseca pode levar a inibição da via 

extrínseca mediando apoptose. Ao contrário, TNF-α pode aumentar a expressão de NF-κB 

e estimula membros antiapoptópticos das família de proteínas Bcl-2  

(GHOBRIAL et al, 2005). 

 

A via extrínseca 

Esta via compreende várias proteínas incluindo receptores de morte,  

Fas ligante associado à membrana, complexos de Fas, o domínio de morte ligado ao Fas,  

e caspases 8 e 10, que ativam o restante das caspases levando à apoptose.  

A ativação da via extrínseca inicia-se com a ligação de receptores de superfície 

celular chamados receptores de morte (DRs). O Fas é membro da superfamília receptor do 

TNF e também receptor ligante indutor de apoptose 1 (TRAIL R1), DR5 (TRAIL R2),  

e DR6 (ZAPATA et al, 2001).  

A sinalização do Fas é importante na sobrevivência imunológica de células 

transformadas ou infectadas com vírus e na remoção de linfócitos auto reativos.  

Portanto, defeitos nesta via pode implicar em manifestações de doenças autoimunes e 

neoplasias (GHOBRIAL et al, 2005). 
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O sistema Fas-Fas ligante (Fas L) é conhecido pelas funções relacionadas à 

morte, mas também está envolvido em vias de sinalização inflamatória e proliferativa que 

não são bem definidas (KRAMMER, 2000). 

Quando há estímulo de morte, o Fas-L ligado à membrana interage com 

complexo Fas inativo e forma um complexo de sinalização induzindo a morte.  

Este complexo tem a proteína adaptadora e as caspases 8 e 10 e leva a ativação de caspase 

8, que ativa o restante da cascata de caspases. Em algumas células, ativação de caspase 8 

pode ser a única via necessária para executar a morte, enquanto que em outros tipos 

celulares, a caspase 8 interage com a via intrínseca apoptóptica pela clivagem do Bid  

(um membro pró apoptóptico da família de Bcl-2), levando a liberação do citocromo c 

(WAJANT H.; 2002).  

Muitas proteínas e vias regulam a ativação da via extrínseca. A desregulação 

desses moduladores pode levar a transformação maligna, por exemplo:  

mutações ou deleções do gene Fas foram encontradas em algumas neoplasias 

hematológicas (LANDOWSKI, 2001).Os reguladores desta via incluem fatores de 

transcrição como NF-κB e proteína 1 de ativação que regulam o gene de Fas L  

(WAJANT H; 2002).. Outros inibidores da via incluem FAP-1, proteína domínio de morte 

associado a Fas semelhante a enzima conversora IL-1β semelhante a proteína inibitória, e 

receptores de decodificação solúveis como DcR3, TRAIL R-3/DcR1, e TRAIL R-4/DcR2. 

Estes receptores de decodificação antagonizam a estimulação de Fas pelo Fas-L através da 

competição com o ligante (PAN et al, 1997; IRIE et al; 2001; KRUEGER et al, 2001). 

 

A via intrínseca 

Um dos principais reguladores desta via é as proteínas da família Bcl-2.  

O gene bcl-2 foi originalmente identificado no ponto de translocação cromossômica 18 para 

14 no linfoma não Hodking folicular ((TSUJIMOTO et al, 1984; TSUJIMOTO et al, 1985). 

A família Bcl-2 são os principais reguladores da apoptose e a expressão está aumentada em 

muitas neoplasias sem a translocação cromossômica  t(14;18). O aumento da expressão 
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causa resistência a drogas  quimioterápicas  radioterapia., enquanto que a diminuição da 

expressão pode promover respostas de apoptose a drogas anticancerígenas. Além disto,  

o aumento da expressão pode resultar em acúmulo de células na fase G0 no ciclo celular e 

contribui para quimio-resistência (REED, 1997). 

A família Bcl-2 inclui membros proapoptóticos como  Bax, Bad, Bcl-Xs, Bid, 

Bik, Bim, e Hrk, e membros anti apoptóticos como Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1, e Mcl-1 

(REED, 1994). Os membros anti apoptóticos agem como repressores da apoptose pelo 

bloqueio do citocromo c, enquanto que os pro apoptóticos agem como promotores.  

Estes efeitos são dependentes do balanço Bcl-2 e Bax que a quantidade de Bcl-2 sozinho 

(REED, 1994). 

Após o sinal de morte, as proteínas pro apoptóticas sofrem modificações 

translacionais que incluem a desfosforilação e clivagem resultando na sua ativação e 

translocação na mitocôndria levando a apoptose (SCORRANO et al, 2003).  

Todas moléculas necessitam de multidomínios BH3 (Bax, Bak) para exercerem suas 

atividades proapoptópticas (SCORRANO et al, 2003; KORSMEYER, 1995).A resposta ao 

estímulo, a membrana mitocôndrial torna-se permeável, levando à liberação de citocromo c 

e o segundo ativador de caspase derivado da mitocôndria ( second mitochondria-derived 

activator of caspase) (também conhecido como IAP-ligante proteína com baixo pI).  

Após a liberação de citocromo-c no citossol, liga-se com Apaf-1; levando ativação da 

proenzima caspase 9. Ativa caspase 9 e depois caspase 3, que subseqüentemente ativa o 

resto da cascata e leva à apoptose. As caspases ativadas levam a clivagem da lâmina 

nuclear e quebra do núcleo através da caspase 3 (REED, 1997). 

 

A via final caspases 

A via final que leva a execução do sinal de morte é a ativação de uma série de 

proteases ditas caspases. Nem todas as caspases estão envolvidas em apoptose. As bem 

definidas são caspases -3, -6, -7, -8 e 9 ( THORNBERRY et al, 1998; Mancini et al; 1998). 

As vias intrínseca e extrínseca convergem para caspase 3 que cliva o inibidor de 
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deoxyribonuclease ativado por caspase, e a deoxyribonulease torna-se ativa levando a 

apoptose nuclear. As caspases do início da via convergem para caspases-3 são as caspases  

-9 e -8 nas vias intrínseca e extrínseca, respectivamente. As caspases induzem a clivagem 

de proteino quinases, proteínas do citoesqueleto, proteínas de reparação do DNA,  

inibidores de subunidades de endonucleases (família CIDE), e finalmente destruição do 

“quartel general” das funções celulares. (THORNBERRY et al, 1998;  

MANCINI et al; 1998). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2- OBJETIVOS 

 

 
 
 

 47



Objetivos específicos 

1- Correlacionar sinais sistêmicos clínicos induzidos pelo tumor (volume do tumor,  

anemia e tamanho de baço) com a expressão de citocinas e componentes apoptóticos. 

2- Verificar a cinética da expressão gênica de citocinas (IL-12; TGF-β; TNF-α e IFN-γ), 

em células mononucleares do baço e células tumorais em ratos inoculados com as 

linhagens A e Ar do tumor de Walker 256 nos dias 4, 7 e 11 após inoculação. 

3- Verificar a cinética da expressão gênica de componentes da apoptose: Fas, Fas-L e Bcl-2 

em células mononucleares do baço e células tumorais em ratos inoculados com as 

linhagens A e Ar do tumor de Walker 256 nos dias 4, 7 e 11 após inoculação. 
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3.1- Animais de experimentação 

Para a realização do experimento e manutenção das variantes A e Ar do Tumor 

de Walker 256 eram utilizados ratos machos albinos (Rattus navergicus albinus, Wistar) 

fornecidos pelo Biotério do Laboratório de Pesquisas Bioquímicas CAISM/UNICAMP, 

com idade entre de 8 a 12 semanas. Os animais eram mantidos em grupos de quatro,  

em gaiolas plásticas, sob fotoperiodo de 12 horas, exaustão forçada de ar, temperatura  

21˚C +/- 2ºC, recebendo ração comercial (Labina/Purina, Campinas, GP, Brasil) e água  

“ad libidum”. As gaiolas eram trocadas três vezes por semana com maravalha de pinus.  

 

3.2- Protocolo de indução tumoral e definição dos grupos experimentais 

Eram usados, 4 grupos de animais  organizados segundo a tabela 1. 

As inoculações sc eram realizadas na região dorsal tóraco-lombar,  

com distância aproximada de 1,0 cm, com 5x106 células de Walker das variantes A (A)  

ou AR (Ar). 

Metade do número de ratos de cada experimento era usado expressão de RNAm 

para citocinas e componentes de apoptose. A fragilidade osmótica (FO) era determinada 

nos dias 0, 4, 7 e 11 após início do experimento. 

 

3.3- Obtenção de células tumorais  

As suspensões de células tumorais de Walker 256 A ou Ar eram obtidas, 

retirando-se líquido ascítico da cavidade peritoneal de ratos hospedeiros para a manutenção 

dessas células tumorais. O líquido ascítico era precipitado e diluído em aproximadamente 

três vezes o seu volume com solução Ringer-lactato, evitando a formação de coágulos e 

mantendo a suspensão mais homogênea. O número e a viabilidade das células tumorais 

eram determinadas através da contagem em hemocitômetro empregando-se a solução 

0,01% de azul tripan e a concentração de trabalho definitiva, igual a 5x106 células/mL,  

era preparada diluindo-se a suspensão de células tumorais em Ringer lactato.  
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3.4- Inoculação 

Os animais com 8 a 12 semanas de vida, eram anestesiados com pentobarbital 

sódico 3% (15 a 30 mg/kg peso corpóreo) e puncionados  no plexo orbital para obtenção de 

sangue periférico, o qual era transferido para um tubo contendo heparina (5000 UI, 10 μl)  

e determinação da fragilidade osmótica. Após este procedimento, os ratos eram inoculados 

com líquido ascítico 0,25 mL contendo 5x106 células/sítio de Tumor Walker  

variante A e Ar, e um grupo contendo somente veículo (RL). 

 

3.5- Avaliação clínica  

Os animais eram avaliados diariamente quanto ao de peso corpóreo, consumo 

de alimento e detecção de efeitos sistêmicos. Após os sacrifícios realizados nos tempos  

4, 7 e 11 após inoculação, realizava-se autópsia para avaliação de metástases, invasão 

tecidual e sangramento. 

 

3.6- Parâmetros avaliados durante o crescimento dos tumores 

Os ratos eram avaliados diariamente quanto ao peso corpóreo, dimensões e grau 

de aderência dos tumores à musculatura dorsal dos hospedeiros. O diâmetro percutâneo dos 

tumores, obtido diariamente pelo cálculo da média entre a maior dimensão do tumor e sua 

medida transversal, possibilitou a estimativa do peso tumoral dada por uma curva empírica 

que relaciona dimensão do tumor(mm) ao seu peso(g). Possíveis correções nas curvas de 

crescimento eram realizadas após autópsias, quando os tumores eram dissecados e pesados. 

Tais procedimentos permitiram diferenciar tumores instalados, em franco crescimento, 

daqueles que após alguns dias de crescimento, passaram a regredir.  

 

3.7- Determinação da fragilidade osmótica 

25,0μl de sangue total era adicionado a 2,5 ml de salina tamponada em 

diferentes concentrações (3,5 a 5,5 e 9,0g/L), os tubos de ensaio eram gentilmente 

homogenizados e mantidos em repouso à temperatura ambiente por 30 minutos.  
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Em seguida eram centrifugados a 978rpm por 5minutos a temperatura ambiente.  

O sobrenadante obtido era submetido a espectrofotometria no comprimento de onda  

540 nm  (espectofotômetro Beckman DU-70) em cubetas de poliestireno(3,0 ml) de  

1,0 cm de caminho óptico (DACIE et al., 1984). O cálculo da fragilidade osmótica era feito 

segundo a fórmula: 

% Hemólise= leitura da amostra-leitura do tubo com 9,0gNaCl/l x100 
                         leitura do tubo em água (100% de hemólise) 

 

Sempre que necessário usava-se a fragilidade corpuscular média (FCM), 

definida como sendo a concentração de NaCl na qual houve 50% de hemólise e calculada 

através da interpolação dos pontos imediatamente superiores a 50% de hemólise. 

 

3.8- Sacrifício dos animais 

Os animais, ao completarem os dias estipulados (4, 7 e 11 após inoculação), 

eram anestesiados com Pentobarbital sódico 3% (15 a 30 mg/kg peso corpóreo) e o sangue 

periférico coletado através da punção cardíaca. A seguir o sangue era transferido para tubo 

contendo heparina. Após este procedimento, realizava-se a remoção do tumor e baço,  

o qual era armazenado em 500 μl de solução de lise conservadora de guanidina sarcosyl 

0,5%, para extração de RNA.  

 

3.9- Obtenção de células mononucleares de baço 

Após terem sido retirados dos animais, os baços eram delicadamente lavados 

com solução balanceada de Hank. Posteriormente, os baços eram macerados em peneira de 

aço inoxidável, estéril com aproximadamente 2,0 ml de solução de Hank. A suspensão de 

células esplênicas era, em seguida, centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos, descartando-se 

o sobrenadante. Ao precipitado adicionava-se 2,0ml de tampão de lise (NH4NaCl),  

com posterior homogenização. Após a homogenização os tubos eram mantidos em repouso 
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em temperatura ambiente por 10 minutos. O volume era completado até 6,0 ml com solução 

de Hank e novamente homogenizado nas mesmas condições descritas acima. Esta mesma 

operação era repetida mais duas vezes. Finalmente, as células esplênicas eram colocadas 

em 400,0 μl de guanidina-sarcosyl 0,5 % e mantidas a -80°C até a extração de RNA total. 

 

3.10- Preparo de tecido tumoral para extração de RNA 

O tecido tumoral com aproximadamente 3mm macerados em peneira e 

transferidos para tubos polipropileno 15ml e submetidos a digestão em solução de 

proteinase K (500μg/mL – Sigma – San Louis/USA) diluída em tampão tris-HCl/SDS 10%, 

mantidos à 45ºC, por 60 minutos. 

Centrifugava-se por 10 minutos a 374xg e desprezando-se o sobrenadante. 

Posteriormente o tecido era homogenizado em 500 μl de solução de Tris-HCl/SDS 10%.  

Os tubos eram imediatamente congelados em nitrogênio líquido e mantidos a -80ºC até a 

extração de RNAT. 

 

3.11- Reação de Feulgen para detecção de Apoptose 

A reação nuclear de Feulgen para detecção específica de DNA in situ 

desenvolvida por Feulgen e modificada por VIDAL E MELO, 1978. Baseia-se no 

tratamento químico, ou seja, hidrólise com HCl, a fim de produzir grupos aldeídos livres na 

estrutura principal do DNA, que ao reagir com reativo de Schiff restabelece o grupo 

cromofórico. A reação era realizada nos cortes de tumor congelados para detecção de 

alterações da cromatina. 

A reação de Feulgen envolve duas etapas: hidrólise ácida seguida da exposição 

do material hidrolisado ao reativo de Schiff. 

Após fixação das lâminas com solução de Carnoy ( Àcido Acético/Etanol 1:3) 

durante 5 minutos, o material era submetido à hidrólise ácida com ácido clordico 4N à 

temperatura ambiente por 80 minutos, quando as purinas do DNA eram removidas, 

Material e Métodos 

56



formando-se uma molécula de “DNA apurínico”, expondo as funções aldeído no Carbono 1 

da desoxirribose. Em seguida, as lâminas eram tratadas com rativo de Schiff à temperatura 

ambiente por 40 minutos, quando o grupamento aldeído do DNA apurínico reagia com o 

leucoderivado do reativo de Schiff com presença de ácido sulfídrico em excesso,  

fornecido durante as lavagens com água sulfurosa, restabelecendo-se, dessa forma, o 

grupamento cromofórico. Finalmente, as lâminas eram submetidas a desidratação em série 

crescente de álcoois, diafanizadas com xilol e montadas em entelean (Merck, Alemanha) 

para posterior observação em microscópio de luz (Zeiss, Axioscop). 

 

3.12- Técnica TUNEL para detecção de Apoptose 

A técnica TUNEL (Terminal Desoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick-End 

Labeling) tem sido utilizada na detecção e quantificação de células apoptóticas.  

Este método baseia-se na ligação específica de desoxiuridina tri-fosfato biotinilada (dUTP) 

conjugada com fluoresceína ao terminal 3’ –OH do DNA (sítios de quebra de DNA), 

catalisada pela enzima Terminal Desoxinucleotidil Transferase (TdT), com subseqüente 

síntese de um heterodímero. 

A reação de TUNEL era realizada segundo instruções do fabricante  

(In Situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).  

As lâminas eram fixadas em paraformaldeído 4% por 20 minutos, em seguida lavadas em 

solução salina fosfatada tamponada (PBS pH 7,4) por um tempo de 30 minutos,  

os cortes eram então, incubados durante 2 minutos em solução permeabilizante  

(0,1% triton-x em 0,1% de citrato de sódio) e mantidos sob gelo. 

Após esta etapa, as lâminas eram lavadas novamente em solução salina 

fosfatada tamponada por 2 minutos e aproximadamente 50μl da reação TUNEL (solução de 

enzima – TdT; adicionada à solução label – mistura de nucleotídeos em tampão)  

eram adicionados à cada corte e incubados em câmara úmida a 37°C, por um tempo de  

60 minutos, protegidos contra luminosidade. 
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Decorrido este tempo, as lâminas eram lavadas três vezes, em solução salina 

fosfatada tamponada e finalmente montadas em glicerol. Os cortes, assim preparados,  

eram observados e suas imagens captadas por microscópio confocal de varredura a laser 

(Bio-Rad-MCR 1024-CA-EUA). 

 

3.13- Extração de RNA total (TRNA) 

O RNA total era extraído das amostras de células tumorais, células esplênicas, 

através do método de guanidina tiocianato – fenol clorofórmio (Chomczynski, et al., 1987); 

com adaptações realizadas no nosso Laboratório de Imunologia e Alergia Experimental 

FCM-UNICAMP (Ventura Oliveira, et al 2002; Boechart, Vilella e Zollner). 

As células provenientes do tumor sólido e líquido ascítico já preparadas 

conforme descrito anteriormente e células esplênicas eram homogeneizadas 

respectivamente em solução de extração de RNA contendo 4M guanidina tiocianato  

(Gibco BRL, Life Technologies, EUA), 0,1M 2-mercaptoetanol, 25mM citrato de sódio 

pH7,0 e 0,5% sarcosyl (Sigma, EUA). Para a separação de proteínas dos ácidos nucléicos, 

adicionava-se volume igual de solução Fenol:Clorofórmio:Álcool Isoamílico(25:24:1) e,  

a seguir, a mistura era agitada vigorosamente formando emulsão. A preparação era 

centrifugada por 5 minutos à temperatura ambiente a 14.404xg, recuperando-se a fase 

aquosa (superior). Repetia-se a extração com Fenol:Clorofórmio:Álcool Isoamílico até que 

não houvesse proteínas na interfase. 

O excesso de Fenol era extraído com clorofórmio-álcool Isoamílico(24:1).  

O RNA na fase aquosa era precipitado pela adição de 2 volumes de etanol absoluto e 

acetato de sódio pH 5.2, na concentração final de 0,3M. Esta preparação era mantida  

a -80ºC overnight. 

Posteriormente, o RNA era precipitado por centrifugação a 14.404g durante  

20 minutos a 4ºC. Adicionava-se então 40μl de água ultrapura (Sistema Infinity, Barsusteal, 

EUA) preparada com dietilpirocarbamato (DEPC, Sigma, EUA) ao precipitado que era 

armazenado a -80ºC. 
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3.14- Análise do RNA total extraído 

A qualidade do RNA total extraído era analisada através da relação entre suas 

leituras em espectrofotômetro (Spectramax 190, molecular Devices, EUA)  

nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. Eram consideradas adequadas as amostras 

com relação entre 1.6 e 1.8.  

 

3.15- Síntese reversa do RNA total extraído (cDNA) 

A síntese do cDNA era realizada a partir de 5μg de RNA total.  

Para a realização do PCR de transcrição reversa (RT-PCR), adiciona-se à amostra 0,5 μl de 

Oligo d(pt) e água ultrafiltrada (Sistem Manopure Infinity, Barsnsteal, EUA) em 

quantidade suficiente para 28 μl. Os tubos com as respectivas amostras eram acomodados 

em termocicladora (GeneAmp 9700, Perkin Ellmer, EUA) por 10 minutos a 65°C, 

resfriando-se para 4°C por 5 minutos. 

Para permitir a ligação complementar dos primers ao RNA, adicionava-se 10µl 

do tampão da transcriptase reversa (fornecido juntamente com a enzima),  

5µl of  dNTP mix, 1.0 µl de inibidor de RNAse 50U/µl, incubava-se as amostras durante  

2 minutos a 42°C (gelo). Após adição de 1µl da enzima Super Transcriptase Reversa 

(500U) (Life Technologies, EUA), a reação processava-se em termocicladora programada 

nas condições abaixo. O ciclos para síntese do cDNA eram 42°C/50 minutos;  

70oC/15 minutos e resfriamento da amostra até 4oC. Após a última etapa as amostras,  

com volume de 50 μl, eram armamazenadas a -20°C como DNA complementar (cDNA). 

 

3.16- Amplificação de cDNA por reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) 

O procedimento padrão de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reação, 

2 μl de amostra de cDNA, 100 ng de cada iniciador, 45 μl de solução de reação  

(5μl de tampão Taq polimerase, 2μl de dNTP mix 0,5nM, 1,5μl de MgCl2 50mM e  
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36,5 μl de água ultrapura) e 20μl de óleo mineral . Em seguida os tubos contendo as 

misturas de cDNA eram transferidas para termocicladora (GeneAmp 9700, Perkin Ellmer, 

EUA), programada para as seguintes condições: desnaturação a 94°C por 2 minutos,  

80°C por 5 minutos para aplicação de 1μl de enzima Taq polimerase, anelamento  

58°C por 45 segundos, extensão dos iniciadores a 72°C por 90 segundos, desnaturação da 

cadeia molde de DNA a 95°C por 45 segundos, por 40 ciclos, extensão final 72°C por  

10 minutos, temperatura de espera 4°C. Os produtos de PCR eram armazenados a -20°C. 

Na tabela 2 constam os iniciadores utilizados no estudo. 

 

3.17- Análise dos produtos da reação em cadeia de polimerase (PCR) por eletroforese 

em gel agarose 

As amplificações dos cDNA através de iniciadores específicos para citocinas e 

produtos relacionados à apoptose eram analisados de eletroforese em gel de agarose 1,5%, 

preparada em tampão TBE (ácido bórico, Tris EDTA) e contendo 2 μl de brometo de etídio 

para cada 50 ml, 

As amostras a serem analisadas continham 8 μl se cDNA, 1,5 μl de Tampão de 

amostra (GBX) (PCR) e 5,5 μl de água ultrafiltrada. Utiliza-se para o desenvolvimento da 

eletroforese (70 volts, 150 mAmp, 45 minutos) o tampão TBE contendo brometo de etídio 

(2 μl/ 100 ml) . 

Os géis eram revelados por excitação do brometo de etídio em luz ultravioleta e 

registrados de modo digital em sistema de documentação de imagens NucleoVision® 

(NucleoTech, EUA).  

 

3.18- Análise semi quantitativa da expressão gênica de citocinas 

A semi-quantificação do RNA mensageiro era obtida pela relação entre as áreas de 

pixel determinadas para as bandas correspondentes a citocinas avaliadas no presente trabalho e 

aquelas observadas para a ciclofilina (gene estrutural). Os valores eram normatizados e 

transformados em unidades arbitrárias pixel index) através da fórmula:  
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EXPRESÃO SEMI-QUANTITATIVA (UNIDADES ARBITRÁRIAS)= 

área de pixel do RNA mensageiro a ser avaliada 

ÁREA DE PIXEL DA CICLOFILINA X 100 

 

3.19- Análise estatística 

A comparação dos resultados era analisada usando o teste de Mann-Whitney 

quando realizada entre dois grupos (tumores dos grupos A e Ar), ou Teste Kruskal-Wallis 

(ANOVA não-paramétrico) quando comparados os três grupos experimentais  

(Grupo A, Grupo Ar e Grupo RL). Valores de p<0,05 eram considerados como indicativo 

de significância. 
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4.1- Aspectos fisiopatológicos 

4.1.1- Crescimento Tumoral no Hospedeiro 

A partir da inoculação subcutânea, as células tumorais de Walker 256 linhagens 

A e Ar cresceram continuadamente, o que foi confirmado, após dois ou três dias,  

pela palpação de pequenos nódulos (menores que 8 mm) nos sítios de inoculação.  

Os ratos no 11º dpi de ambos os grupos apresentavam massa tumoral com grandes áreas de 

necrose e rarefação de pêlo. 

 

4.1.1.1- Grupo A 

O volume do tumor no grupo A era 3,28±0,83; 6,69±1,45 e 6,71±1,96 cm3  

nos dias 4, 7 e 11 após inoculação, respectivamente. A média de peso era 3,3+1,0; 7,9+0,9; 

9,12+0,2 g nos dias 4, 7 e 11 após inoculação, respectivamente (Figura 1). 

 

4.1.1.2- Grupo Ar 

O volume do tumor no grupo AR era 2,89±0,78; 7,62±0,6 e 9,32±0,31 cm3  

nos dias 4, 7 e 11 após inoculação, respectivamente. A média de peso era 3,6+1,0; 7,6+0,9; 

7,0+3,6 g nos dias 4, 7 e 11 após inoculação, respectivamente (Figura 1). 
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Figura 1- Volume do Tumor em função do tempo de inoculação. Verificou-se que a 

variante A apresenta taxa de crescimento (13,24% ao dia) mais elevada que a 

variante Ar (12,5% ao dia). A diferença não foi significativa. 

 

4.1.2- Peso dos Animais 

Embora os ratos inoculados com células tumorais A e AR apresentassem 

inibição do apetite, paradoxalmente os animais ganharam peso corpóreo. Sem diferenças 

estatisticamente significativas. 

As médias de peso corpóreo dos ratos inoculados com W256-A foram 

256,0±47,0; 270,0±45,0; 265,0±54,0 e 282,0±70,0g nos dias 0, 4, 7 e 11 após inoculação, 

respectivamente. O peso médio dos ratos inoculados com W256-AR foi de 248,0±42,0; 

268,0±37,0; 275,0±45,0 e 291,5±56,0g nos dias 0, 4, 7 e 11 após inoculação, 

respectivamente (Figura 2). 
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4.1.3- Peso dos Baços 

As médias dos pesos dos baços nos dias 4, 7 e 11 após a inoculação foram 

respectivamente: 0,5±0,02; 0,7±0,08 e 0,58±0,09 g nos animais do Grupo A e 0.5±0.05; 

0.86±0.23 e 1.41±0.34g nos animais do Grupo Ar. No Grupo RL, as médias encontradas 

foram de 0,3±0,04; 0,45±0,01 e 0,38±0,09g nos dias 4, 7 e 11 após a inoculação, 

respectivamente. Verificou-se aumento significativo no peso dos baços no 11º dpi dos 

animais do Grupo Ar (p<0,05 – Tabela 3). 

Para descartar a influência do peso do animal sobre o aumento do baço dos 

ratos inoculados, realizou-se a relação entre o peso do baço pelo peso do animal.  

Contudo, não encontramos valores significativamente entre os grupos estudados. 
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Figura 2- Peso médio de ratos inoculados com tumor de Walker 256, variante A, e Ar e 

grupo controle RL. Todos os animais apresentaram ganho de peso, independente 

do grupo experimental. Valores representam média ± desvio padrão,  

contudo sem diferenças significativas. 
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Tabela 1- Grupos experimentais utilizados para análises 

 n Nº e local de inoculações Inóculo 

Grupo A 12 4 inoculações sc Variante agressiva A 

Grupo Ar 12 4 inoculações sc Variante regressiva Ar 

Grupo RL 12 4 inoculações sc Ringer-lactato 

GRUPO SI 4 Sem inoculações controle 

 

 

Tabela 2- Os primers utilizados, obedecendo à estratégia sense e anti-sense  

Primer Sense Anti-sense BP 

FAS 5’ ACACGGACAGGAAACACTAT 3’ 5’ ACACTTTCAGGACTTGGGAT 3’ 367 

FAS-L 5’ CCACCTCCATCACCACTACCA 3’ 5’ GGCCGCCTTTCTTATACTTCA 3’ 385 

BCL-2 5’  GGCATCTTCTCCTTCCAG 3’ 5’  CATCCCAGCCTCCGTTAT 3’  

TNF-α 5’ GTGCCTCAGCCTCTTCTCATTCC 3’ 5’ GCTCCTCCGCTTGGTGGTTT 5’ 218 

INF-γ 5’ GTTTTGCAGCTCTGCCTCATGGCCCTCT 3’ 5’ CAGCACCGACTCCTTTTCCGCTTCCTTA 3’ 446 

IL-12 5’GATGTTTATGTTGTAGAGGTGGACTGGC 3’ 5’TTCCTTCTTGTGGAGCAGCAGATGTGAG 3’ 240 

TGF-β 5’ CCGCAACAACGCAATCTATG 3’ 5’ GCCCTGTATTCCGTCTCCTT 3’ 304 

Ciclofilina 5’ GACAGCAGAAAACTTTCGTGC 3’ 5’ GGTTCTGACTCACCGACC T 3’ 276 

 

 

Tabela 3- Peso médio de baços(g) de animais dos grupos A, Ar e RL, do 4º ao 11º dias 

após a inoculação. Observou-se um aumento significativo nos peso dos baços de 

animais inoculados com a variante Ar no 11º dia após inoculação.  

Os valores representam média ± desvio padrão. *p≤0.05 comparando os grupos 

experimentais (A, Ar e RL) com o teste de Kruskal-Wallis  

(ANOVA não paramétrico). 

Dias após a inoculação 

 4 7 11 

A 1,4±0.1 1,6±0.3 1,4±0.5 

AR 1,3±0.05 1,8±0.1 3,1±0.1 

RL 0,76±0.1 1,2±0.09 1,0±0.2 
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4.1.4-Valores de Hemoglobina (g/dL) 

As médias dos valores de hemoglobina no Grupo A foram: 16,4±0,7; 15,0±2,1; 

13,9±2,1 e 7,8±0,2g/dL nos dias 0, 4, 7 e 11 respectivamente. As médias de hemoglobina 

dos animais do Grupo Ar foram: 16,9±0,9; 14,4±2,1; 12,7±1,3 e 10,9±0,3 g/dL nos dias  

0, 4, 7 e 11 respectivamente. Observou-se que os valores de hemoglobina no Grupo A 

estavam significativamente menores no 11º dpi em comparação com os animais do  

Grupo Ar (figura 3). 

 

 

Figura 3- Avaliação dos níveis de hemoglobina. Observou-se queda nos níveis de 

hemoglobina nos grupos inoculados com tumor, apresentando-se 

significativamente reduzido no grupo A no 11º dpi. Valores Os valores 

representam média ± desvio padrão. *p≤0.05 comparando os grupos 

experimentais (A, Ar e RL) com o teste de Kruskal-Wallis  

(ANOVA não paramétrico). 

 



4.1.5- Fragilidade osmótica 

As análises de fragilidade osmótica realizada em eritrócitos evidenciaram um 

significante desvio à esquerda em animais inoculados com a variante A.  

Este desvio representa a susceptibilidade dos eritrócitos ao rompimento em concentrações 

menores de cloreto de sódio. A fragilidade pode ser representada por valores de fragilidade 

corpuscular média (FCM), - concentraçãode NaCl em que ocorre 50% de hemólise que na 

variante A –0,54±0,07, -0,38±0,19 e –0,6±0.03 (p<0.05– Figura 4). 
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Figura 4- Avaliação da fragilidade osmótica em eritrócitos de ratos inoculados com Walker 

256 variantes A e Ar e controle inoculado com RL no 4º, 7º e 11ºdias após a 

inoculação. Animais inoculados com a variante A apresentam significativo 

desvio à esquerda, ou seja, aumento da susceptibilidade do eritrócito à lise em 

solução hiportônica. Houve diferença significativa comparando os dias 4 e 11 do 

grupo A com os demais grupos (p< 0.05). 
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Figura 4A- Fotomicrografias de Tumor de Walker 256 provenientes de ratos Wistar 
inoculados com a linhagem A e AR e sacrificados no 70 e 110 dia. 
Os cortes histológicos dos animais tratados com a linhagem de Tumor de 
Walker 256 são representados pelas figuras A1 e A2 (70 dia), e B1  
e B2 (110 dia). A linhagem AR representadas pelas figuras C1 e C2 (70 dia),  
e D1 e D2 (110 dia). As figuras (A1,B1,C1,D1)  e as figuras (A2,B2,C2,D2) 
corresponde  ao  aumento de 200 e 640(?) vezes respectivamente corados  
através do método de  hematoxilina e eosina (H.E). Na linhagem A  
(70 dia-seta) predomínio de células tumorais, fibras colágenas e raras células 
inflamatórias, no (110 dia-seta) predomínio de células tumorais com infiltrado 
inflamatório, A linhagem AR no (70 dia  e 110 dia-seta) predomínio de 
células tumorais e infiltrado inflamatório periférico  com o predomínio de  
macrófagos e neutrófilos). 
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4.2- Avaliação histológica 

4.2.1- Grupo A 

A análise morfológica do tumor dos animais inoculados com a linhagem  

W256-A mostrou massa tumoral densa, ausência de cápsula, com presença de células 

mononucleares distribuídas pelo tumor, sem caracterização de processo inflamatório. 

Através da técnica de Feulgen não foram detectadas células com condensação 

cromatínica ou núcleos fragmentados, características de células apoptóticas.  

Ao contrário, observamos a presença de numerosas figuras de mitose.  

A técnica de TUNEL para confirmação de células em apoptose in situ mostrou 

os mesmos resultados encontrados na técnica Feulgen, ou seja, ausência de células 

apoptóticas nos tumores analisados. 

 

4.2.2- Grupo AR 

O tumor dos ratos inoculados com W256-Ar exibiu esboço de cápsula fibrosa,  

e infiltrado inflamatório constituído por células mononucleares e neutrófilos concentrados 

na periferia do tumor. Assim como nos animais do Grupo A, não detectamos a presença de 

células apoptóticas por nenhuma técnica utilizada. 

 

4.3- RT-PCR semiquantitativo 

4.3.1- Expressão Gênica de Citocinas em Células Tumorais e Esplênicas  

Em células tumorais da linhagem A os níveis de expressão do RNAm de TGF-β 

mantiveram-se constantes. Comparando-se os grupos experimentais foram observados 

níveis significativamente maiores desta citocina nos dias 4 e 11 no grupo A e 7 no grupo Ar 

(p<0.05). A média da expressão de TGF-β foi 51,0±22,0;  77,0±26,0 e 42,0±32,5 no grupo 

A; 0,0;  123,0.±52,4 e 11,7±6,5 no grupo Ar nos dias 4, 7 e 11 dias após inoculação  

(figura 5A).  
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Nas células esplênicas, os níveis apresentados de TGF-β foram 

significativamente menores no grupo Ringer lactato (p<0,05), no 4º dia após inoculação em 

comparação com as demais linhagens. Por outro lado, 11 dias após a inoculação, estes 

níveis estarem significativamente menores (p<0,05) nas células esplênicas de animais 

inoculados com a variante Ar. As médias das expressões do RNAm foram 104,5±38,4; 

134,0±33,6; 84,0±4,0 ; no grupo A 111,0±14;  61,5±44,8 e 61,7±1,7 no grupo  Ar e 

73,7±3,4; 111.0±28.1 e  84.0±6.6 no grupo RL nos dias 4, 7 e  11 respectivamente após 

inoculação (figura 5B). 

Nos tempos estudados, a expressão de IL-12 nas células tumorais no grupo A 

foi progressivamente maior (p<0,001, ANOVA), enquanto que no grupo Ar a expressão 

desta citocina foi constante. A comparação entre os grupos A e Ar mostrou diferença 

significativa nos níveis de expressão de IL-12 nos dias 4 e 11 (p<0,05 - Figura 6A).  

Os valores médios de expressão de RNAm de IL-12 foram 85,0±11,0; 207±90 e   

507±72.0 no grupo A e 197,0±84,0;  249,0±72,0 e 227,0±90,0 no grupo Ar nos dias  

4, 7 e 11 após inoculação. 

Nas células esplênicas, os níveis de RNAm de IL-12 foram significativamente 

maiores no dia 4 na variante Ar e na variante A no dia 11 e (p<0.05).  

Houve uma diminuição progressiva no grupo A (p<0.05). A média da expressão de RNAm  

IL-12 foi  147,5±18,5; 129,0±1,8 e 76,0±6,2 no grupo A; 112,0±7,4; 116,0±27,8 e 

104,0±3,1 no grupo Ar e 95,0±18,3; 139,0±24,0 e 93,0±11,0 no grupo RL nos dias  

4, 7 e 11 após inoculação, respectivamente (Figura 6B). 

As células tumorais do grupo A não apresentaram expressão gênica de IFN-γ 

enquanto que no grupo Ar os níveis de expressão de IFN-γ foram 47,5±30,2; 72,5±10,0 e 

226,5.±94,8 nos dias 4, 7 e 11 após inoculação (Figura 7A). Entretanto, nas células 

esplênicas dos animais inoculados com a linhagem A apresentaram elevação significativa 

dos níveis de RNAm de IFN-γ nos dias 4 e 7 em comparação com as células esplênicas do 

grupo controle, mas no 11º dpi não foi verificada a expressão gênica desta citocina.   

As médias das expressões dos RNAm foram 7,3±2,6; 81,00±23,0, e 0 no grupo A;  

0,0; 16,3±5,4 e  0,0  no grupo Ar e  4,5±2,6; 0,0 e 29,3±2,2 no grupo RL nos dias 4, 7 e 11 

após inoculação, respectivamente (Figura 7B). 
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As células tumorais da linhagem A exibiram níveis significativamente maiores 

de RNAm de TNF-α no dia 11 após inoculação (p<0.05). A média de expressão do RNAm 

TNF-α foi de 24,0±2,4; 0,0 e 84,5±3,0 no grupo A; 22,5±9,5; 14,5±7,4 e 46,0±12,0 no 

grupo Ar nos dias 4, 7 e 11 após inoculação (Figura 8A). Não foi detectada expressão de 

TNF-α nas células esplênicas dos animais dos grupos Ar e RL. A média de expressão de 

RNAm TNF-α no grupo A foi 27,5±1,3; 14,5±2,0 e 0,0  e ausente no grupo Ar nos  

dias 4, 7 e 11  respectivamente,  após inoculação (Figura 8B). 
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Figura 5- Expressão de TGF-β em células tumorais (A) e células esplênicas (B) de ratos 

inoculados com Walker 256 variante A e Ar, 4ο, 7ο e 11ο dpi.  

(A) Células tumorais de animais inoculados com a variante A exibem níveis 

significativamente maiores no 4ο e 11º dia após a inoculação (p<0.05).  

(B) Em células esplênicas observou-se níveis significativamente menores 

(p<0,05) de TGF-β em células do grupo RL no 4º dpi. Entretanto, no 11º dpi 

células provenientes do grupo Ar exibem níveis significativamente menores 

(p<0,05). Os dados representam três experimentos separados usando três 

doadores diferentes. Os valores representam médias ± desvio padrão. *p<0,05. 

Nas comparações entre as variantes tumorais utilizou-se o teste de  

Mann-Whitney e, entre os grupos experimentais, o teste de Kruskal-Wallis 

(ANOVA não paramétrico). 
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Figura 6- Expressão Gênica de IL-12 em células tumorais (A) e células esplênicas (B) de 

ratos inoculados com Walker 256 variantes A e Ar nos dias 4, 7 e 11 após 

inoculação. (A) Células tumorais de animais inoculados com a variante A 

exibem elevação progressiva da expressão de IL-12, alcançando níveis 

significativamente maiores (P<0,05) no 11º dpi. Ao contrário, células tumorais 

da variante Ar exibem níveis constantes desta citocina. (B) Em células 

esplênicas de ratos inoculados com a linhagem A verificou-se níveis 

significativamente menores (p<0,05) de RNAm de IL-12 após 11 dias de 

inoculação. Os dados representam três experimentos separados usando  

três doadores diferentes. Os valores representam médias ± desvio padrão. 

*p<0,05. Nas comparações entre as variantes tumorais utilizou-se o teste de 

Mann-Whitney e, entre os grupos experimentais, o teste de Kruskal-Wallis 

(ANOVA não paramétrico). 
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Figura 7- Expressão gênica de IFN-γ em células tumorais (A) e células esplênicas (B) de 

ratos inoculados com Walker 256 variante A e Ar nos dias 4, 7 e 11 após 

inoculação. (A) Nas células tumorais obtidas de animais do grupo A não foi 

detectado o RNAm de IFN-γ por todo período avaliado. (B) A análise da 

expressão gênica de IFN-γ em células esplênicas evidenciou níveis 

significativamente aumentados (P<0.05) desta citocina no 7º dpi no grupo A.  

Os dados representam três experimentos separados usando três doadores 

diferentes. Os valores representam medias ± desvio padrão. *p<0,05. Nas 

comparações entre as variantes tumorais utilizou-se o teste de Mann-Whitney e, 

entre os grupos experimentais o teste de Kruskal-Wallis  

(ANOVA não paramétrico). 
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Figura 8- Expressão gênica de TNF-α em ratos inoculados com Walker 256 variantes A e 

Ar nos dias 4, 7 e 11 após inoculação. (A) Em células tumorais obtidas de 

animais inoculados com a variante A expressam níveis significativamente 

maiores (p<0.05) desta citocina no 11º dpi. (B) Em células esplênicas a 

expressão do RNAm de TNF-α foi detectada apenas em animais inoculados com 

a variante A. Os dados representam três experimentos separados usando  

três doadores diferentes. Os valores representam medias ± desvio padrão. 

*p<0,05. As comparações entre as variantes tumorais utilizou-se o teste de 

Mann-Whitney e, entre os grupos experimentais, o teste de Kruskal-Wallis 

(ANOVA não paramétrico). 

 

4.3.2- Expressão de RNAm de componentes apoptóticos em células tumorais e células 

esplênicas 

Em todos os dias avaliados não houve expressão do RNAm de Fas no grupo A.  

Por outro lado o grupo Ar apresentou Fas cujas médias foram 0.0; 73.8±41.7; 45.3±29.0 

nos dias 4, 7 e 11 após inoculação (Figura  9 A). 

Nas células esplênicas, os níveis de expressão de RNAm de Fas foram 

significativamente maiores (p<0,05) no dia 4 na variante A comparando com os grupos Ar e 

RL. As médias das expressões de RNAm foram de 115,5±3,9; 89,0±7,3 e 49,0±24,0 na 

*



variante A; 52,0±27,0 e 52,5±40,0 e 59,2±20,0 na variante Ar; e 66,5±25,3; 85,5±40,0 e 

58,2±10,0 no grupo RL nos dias 4, 7 e 11, respectivamente (Figura 9 B). 

Nos animais do grupo Ar os  níveis de RNAm FAS-L foram significativamente 

mais elevados nos dias 7 e 11.(p<0.05). Os valores médios de expressão do RNAm de 

FAS-L foram 45,7±10; 157,3+41,3 e 99,7±74,2 no grupo A e no grupo Ar foram 51,0+36,2; 

157,2+41,3 e 99,5±74,2 após 4, 7 e 11 dias após inoculação, respectivamente (Figura 10A). 

Nas células esplênicas do grupo Ar a cinética da expressão de FAS-L foi 

semelhante àquela das células tumorais, com níveis significativamente maiores (p<0,05) do 

RNAm de Fas-L no 7º dia após a inoculação. Por outro lado, no dia 11 a expressão de 

RNAm de FAs-L foi detectada no dia 11 apenas na variante A. Os níveis médios da 

expressão de RNAm foi de 58,0±28,0; 27,5±4,2 e 29,0±9,9 na variante A; e 41,7±20,0; 

79,2±3,3 e 0 na variante Ar  e 0; 0 e 0 no grupo RL nos dias 4, 7 e 11 após inoculação, 

respectivamente (Figura 10 B). 

Nas células tumorais, pode-se verificar que a expressão gênica de Bcl-2 estava 

significativamente aumentada (p<0,05) no 7°dpi no grupo Ar. Contudo, no 11° dpi a 

expressão do RNAm desta proteína no grupo Ar não foi detectada neste experimento.  

Os níveis de expressão de RNAm foram 0; 60,7±18,0; 158,0±57,2 no grupo A e 0.0; 

167,0±42,2; e 0,0 no grupo Ar (Figura 11A). 

A avaliação da expressão de RNAm de Bcl-2 nas células esplênicas mostram 

níveis significativamente maiores (p< 0.05) no 4º e 7°dpi no grupo Ar. No 11°dpi não foi 

detectada a expressão de Bcl-2.  No grupo A os níveis médios de RNAm foram de 0,0; 

20,2±4,5 e 9,5±3.; 18,5±7,3; 32,0±11,3 e 0.0 no grupo Ar nos dias 4, 7 e 11, 

respectivamente (Figura 11 B). 
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Figura 9- Expressão gênica de Fas em células tumorais (A) e células esplênicas (B) de 

animais inoculados com Walker 256 variantes A e Ar no dias 4, 7 e 11 após 

inoculação. (A) Não foram detectados níveis de Fas na variante A durante o 

período avaliado em células tumorais. (B) A análise da expressão de Fas nas 

células esplenênicas evidenciou níveis significativamente maiores no grupo A 

no 4º dpi. Os dados representam três experimentos separados usando  

três doadores diferentes. Os valores representam medias ± desvio padrão. 

*p<0,05. Nas comparações entre as variantes tumorais utilizou-se o teste de 

Mann-Whitney e, entre os grupos experimentais, o teste de Kruskal-Wallis 

(ANOVA não paramétrico). 

 

Resultados 

81



Resultados 

82

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

4 7 11
dias após inoculação

un
id

ad
es

 a
rb

it
rá

ri
as

A AR RL SI

0

50

100

150

200

250

4 7 11
dias após inoculação

un
id

ad
es

 a
rb

it
rá

ri
as

A AR

A B

* *

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10- Expressão gênica de FAS-L em células tumorais (A) e células esplênicas (B) 

provenientes de animais inoculados com Walker 256, variantes A e Ar nos dias 

4, 7 e 11 após inoculação. (A) Observou-se nível significativamente elevado 

(p<0,05) de Fas-L em células tumorais do grupo Ar no 7º dpi. (B) De forma 

semelhante, em células esplênicas as células de animais provenientes do grupo 

Ar expressam níveis mais elevados desta molécula no 7º dpi. Os dados 

representam três experimentos separados usando três doadores diferentes.  

Os valores representam as médias ± desvio padrão. *p<0,05. Nas comparações 

entre as variantes tumorais utilizou-se o teste de Mann-Whitney e, entre os 

grupos experimentais, o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA não paramétrico). 
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Figura 11- Expressão gênica de Bcl-2 em células tumorais (A) e células esplênicas (B) 

provenientes de animais inoculados com Walker 256, variantes A e Ar nos dias 

4, 7 e 11 após inoculação. (A) Observou-se nível significativamente elevado 

(p<0,05) de Bcl-2 em células tumorais do grupo Ar no 7º dpi. (B) Em células 

esplênicas de animais provenientes do grupo Ar expressam níveis mais 

elevados desta molécula no 4º e 7º dpi. Os dados representam  

três experimentos separados usando três doadores diferentes. Os valores 

representam medias ± desvio padrão. *p<0,05. Nas comparações entre as 

variantes tumorais utilizou-se o teste de Mann-Whitney e, entre os grupos 

experimentais, o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA não paramétrico). 
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Grande parte do entendimento da fisiopatologia do câncer está fundamentado 

em estudos experimentais, submetendo animais ao tratamento com citocinas e observação 

dos efeitos imunoregulatórios. Estes modelos têm fornecido dados importantes para o 

desenvolvimento de terapias que poderão modular a resposta imune a favor do hospedeiro. 

O tumor de Walker 256 tem sido utilizado na investigação dos processos 

fisiopatológicos envolvidos na indução de anorexia, caquexia e formação de metástases 

(IWANA-MATTOS et al., 1974; IWANA-MATTOS, 1979; MORRISON, 1971;  

e RETTORI, et al., 1994; e TOAL et al, 1961; MORRISON, 1971; GUAITANI et al, 1982; 

TAYEK & BRASEL, 1990).  

No presente trabalho, submetemos os animais a inoculações múltiplas, para 

antecipar e sincronizar os efeitos sistêmicos, estabelecendo o acompanhamento até o  

11° dia após a inoculação, período correspondente a máxima expressão dos efeitos 

sistêmicos do tumor. 

Todos os animais submetidos à inoculação das células tumorais apresentaram 

ganho de peso, com o crescimento do tumor. A partir do nono dia os animais exibiram 

sinais de caquexia, conforme esperado para o desenvolvimento de câncer.  

O ganho de peso observado inicialmente nos animais inoculados pode estar 

relacionado à retenção hídrica, visto que há vários estudos demonstrando através da 

inoculação multifocal, que a retenção de sódio induzida pelo tumor de Walker 256 seria 

conseqüência de um efeito tubular renal primário (RETTORI et al, 1996),  

prévio a hiperfunção adrenal ou seqüestro de sal secundário ao desenvolvimento do tumor 

(TOAL et al, 1961; MORRISON, 1968). Além disto, o hormônio antidiurético pode 

potencializar a retenção de sódio induzida pelo tumor, pela Síndrome da secreção 

inapropriada do hormônio antidiurético (GUIMARÃES et al, 1999).  

Dentre as características que diferem a linhagem A da linhagem Ar,  

está a esplenomegalia observada nesta última, avaliada no presente trabalho pela 

determinação do peso do baço dos animais inoculados. Os baços de animais do grupo Ar 

estarem significativamente aumentados, quando comparado com os demais grupos no dia 
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11º dia após inoculação. A esplenomegalia pode ser devido a proliferação reativa de células 

linfóides, infiltração por células neoplásicas, hematopoiese extramedular, ou proliferação 

por células fagocitárias (CROSBY, 1980; EICHER, 1979). 

Todos os animais experimentais inoculados desenvolveram anemia, efeito 

sistêmico característico do estágio final do câncer após inoculação multifocal, na ausência 

de complicações como sangramento, invasões ou visíveis metástases. A redução rápida e 

precoce dos níveis de hemoglobina nos animais inoculados com células tumorais indicam 

forma aguda de anemia que, na ausência de sangramento pode ser explicado pela destruição 

rápida dos eritrócitos, infiltração na medula óssea por células tumorais, ou alterações 

bioquímicas, que interferem na eritropoiese.  

Associada às alterações na eritropoiese, a esplenomegalia é um fator relevante 

no seqüestro e destruição de eritrócitos, contribuindo para anemia verificada nas diferentes 

linhagens. Além disso, precursores eritróides imaturos são sensíveis a apoptose através da 

ativação da via intrínseca ou via extrínseca. Estes mecanismos apoptóticos estão 

exacerbados em algumas condições patológicas como as neoplasias (TESTA, 2004). 

A fragilidade osmótica dos eritrócitos reflete a sua capacidade de captar água 

sem que ocorra a lise celular, a qual é determinada por meio do volume corpuscular médio. 

(DACIE et al, 1984). Desta forma, as células que são mais esféricas e com relação 

superfície/volume diminuída, apresentam capacidade limitada de se expandir em soluções 

hipotônicas, sofrendo lise em concentraçôes mais altas de NaCl (solução hipertônica) do 

que os eritrócitos bicôncavos normais. Estes eritrócitos apresentam fragilidade osmótica 

aumentada. Por outro lado, células que são hipocrômicas e mais planas apresentam maior 

capacidade de se expandir em soluções hipotônicas, apresentam lise em concentrações mais 

baixas do que as células normais e mostram então diminuição da fragilidade osmótica. 

Nossos resultados mostraram que o desenvolvimento da anemia acompanhou-se 

pela diminuição da fragilidade osmótica dos eritrócitos (desvio de curva para esquerda), 

indicando redução no volume destas células circulantes no grupo A. Os defeitos de 

membrana adquiridos diminuem a média de volume de superfície das hemácias, 

aumentando a fragilidade osmótica (DACIE et al, 1984 e VIDA et al, 2000). Além disso,  
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a indução de mudanças no volume celular leva a importantes mudanças metabólicas 

celulares (LANG et al, 1995 e VIDO et al, 2000), associadas à produtos  circulantes do 

tumor e citocinas (TESSITORE et al, 1993) que agem no metabolismo e/ou membrana 

plasmática. A atividade enzimática deficiente no eritrócito pode resultar na destruição 

prematura e anemia hemolítica e a interferência do estresse oxidativo no metabolismo do 

eritrócito pode resultar em hemólise (ELGEHETANY MT and Davey FR in Henri, 19 ed). 

Os resultados descritos sugerem associação entre anemia e outros efeitos 

sistêmicos como anorexia induzida pelo câncer. Estudos recentes propõem desiquilíbrio 

entre, hormônios anabólicos e catabólicos, e citocinas, desencadeado pelo tumor no 

hospedeiro como origem da base molecular da caquexia no câncer  

(TESSITORE et al, 1993, COHEN et al, 1997 e SPIVAC et al, 1994). 

Os aspectos morfológicos do processo inflamatório foram avaliados na massa 

tumoral dos animais no período descrito. Os resultados demonstraram presença de 

linfócitos na periferia do tumor na linhagem Ar, sem que houvesse infiltração na massa 

tumoral, sugerindo uma tentativa de resposta antitumoral apresentada por esta linhagem, 

associado com expressão de citocinas . 

Os mecanismos imunológicos mobilizados durante a instalação e o crescimento 

do tumor de W256 são pouco conhecidos. Apesar disto, alguns trabalhos mostram o 

desenvolvimento de certa resistência ao tumor por ratos que foram submetidos ao contato 

imunogênico prévio (BUINAUSKAS et al, 1966; PEREIRA & GUSTALE, 1992 e 

GUIMARÃES et al, 1995). Todavia, tentativas de se demonstrar a presença de anticorpos 

circulantes contra o tumor W256 não foram conclusivas, conferindo papel secundário à 

imunidade humoral (DINH & BRASSARD, 1967; MEYERS, 1975;  

MOTA & RESKALLAH-IWASSO, 1981 e GUIMARÃES et al, 1995). 

A associação de diferentes técnicas como estudo da expressão gênica para 

componentes de apoptose, análise histopatológica, detecção de células apoptóticas in situ, 

são de grande contribuição para avaliação do estudo da imunoregulação tumoral 

correlacionando a dinâmica do aparecimento da anemia, crescimento tumoral,  

fragilidade osmótica. 
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Para avaliação dos componentes da resposta imune quanto à expressão de 

citocinas, realizou-se a RT-PCR para análise da expressão gênica das principais citocinas 

envolvidas nesta resposta, bem como de moléculas relacionadas com apoptose. 

Nossos resultados mostraram aumento significativo da expressão de TGF-β no 

grupo de animais inoculado com a variante A. A produção do TGF-β está associada ao 

crescimento tumoral em uma grande variedade de neoplasias, as quais têm a capacidade de 

secreção desta citocina. O TGF-β é um potente imunossupressor sistêmico, inibindo a 

proliferação e diferenciação de linfócitos T em linfócitos T citotóxicos (CTLs) e em 

linfócitos T auxiliares (Th), além inibir as funções estimulatórias das APCs  

(GORELIK eFLAVELL, 2001) 

A transfecção do cDNA de TGF-β em linhagem de célula tumoral eleva a 

tumorigenicidade permitindo a evasão da citotoxicidade tumoral mediada por linfócitos T 

do hospedeiro, além disso pode modular a resposta imune reduzindo a expressão das 

moléculas de MHC classe II nas células tumorais (GEISER et al., 1993). A produção de 

citocinas Th1 é importante para erradicação tumoral, a supressão dessas funções pelo  

TGF-β pode ser importante mecanismo pelo qual as células tumorais inibem a resposta 

imune (GORELIK, 2001; VAN ROOZENDAAL, 1995; TAMADA, 1997; Seo, 1999; 

CHAKRAVARTY, 1999).  

Por outro lado, verificamos que as células tumorais da linhagem A expressam 

níveis significativamente mais elevados de IL-12, ao contrário da linhagem Ar, que a 

expressa em níveis constantes. Em células esplênicas, a expressão desta citocina é 

significativamente menor no 11ºdpi na variante A  

A análise das células tumorais W256 sensível (WS) e resistente (WR) a  

cis-diaminedicloroplatinum por microscopia eletrônica mostrou a existência de  

duas populações celulares. Utilizando-se procedimentos de imunoistoquímica e citometria 

de fluxo para sua fenotipificação pode-se constatar ausência de marcadores celulares 

epiteliais. A utilização de anticorpos monoclonais para detecção de células monocíticas, 

mielóide e linfóide mostrou que as células W256 têm provável origem monocítica 

(SIMPKINS, 1991). A histoquímica enzimática mostrou intensa atividade local de fosfatase 
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ácida sugestiva de origem hematopoiética. Assim, este estudo mostrou que os tipos 

celulares WR e WS são de origem hematopoiética com ausência de marcadores epiteliais. 

Os dados histológicos não evidenciaram a presença de infiltrado inflamatório na 

linhagem A, justificando a expressão da IL-12, sugerindo que detecção de seu RNAm no 

tumor de Walker 256 possa ser constitutiva já que, acredita-se que a sua origem seja 

monocítica (SIMPKINS et al., 1991). Estudos demonstraram que células leucêmicas 

transformadas podem expressar IL-12 e, esta produção não está associada ao estado de 

diferenciação celular (KUBIN et al., 1994).  

A IL-12 é o principal mediador da fase inicial da resposta imune a 

microrganismos intracelulares e da indução de imunidade mediada por célula. A principal 

ação do é estimular fagócitos mononucleares e células dendríticas. Além disso, estimula a 

produção de IFN-γ pelas células NK e linfócitos T, estimula a diferenciação de linfócitos T 

helper CD4+ em células produtoras de IFN, aumentam as funções citotóxicas de NK 

ativadas e linfócitos T CD8+, IFN-γ produzido pelas células NK ou células T estimulam a 

produção de IL-12.  

Evidenciando a resposta imune das células tumorais, verificamos que apenas a 

variante regressiva do tumor Walker 256, a Ar expressa IFN-γ. Portanto, nossos resultados 

sugerem que a falta de expressão desta citocina nas células tumorais da linhagem A pode 

estar associada à ausência de infiltrado inflamatório. Uma vez que o IFN-γ é produzido por 

linfócitos T e NK ativados, a falta desta citocina pode estar correlacionada com a baixa 

expressão MHC classe I (SCHANOSKI et al., 2004). 

A participação do IFN � na resposta imune antitumoral neste modelo parece 

ser fundamental, visto que o mesmo estimula a expressão de moléculas de MHC classe I e 

II e coestimuladoras nas células apresentadoras de antígenos. Esta citocina também 

estimula a produção de muitas proteínas envolvidas no processamento antigênico incluindo 

TAP (transportador associado ao processamento antigênico)  

O IFN-γ também é um ativador do endotélio vascular e de muitas das ações do 

TNF nas células endoteliais, promevendo a adesão linfocitária e extravasamento nos locais 

de infecção. 
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Em modelos experimentais, o aumento de MHC classe I nas células tumorais 

pela inoculação de citocinas como IFN-γ ou pela transfecção gênica leva ao aumento da lise 

tumoral por linfócitos T citotóxicos in vitro e dimunui a tumoricidade in vivo. 

Estes mecanismos são adaptações do tumor em resposta a pressões seletivas da 

imunidade do hospedeiro, e que podem permitir que o tumor evada as respostas imunes.  

A ausência de IFN-γ nas células tumorais da linhagem A é acompanhado pelo crescimento 

do tumor. Na variante Ar a expressão aumentada de IFN-γ está relacionada à expressão do 

TNF-α e pode ser explicado pelo infiltrado. Além disso, Kubin e colaboradores (1994) 

demonstraram que, diferentemente de células normais, em células transformadas a 

expressão de citocinas Th1 é modulada de forma independente, ou seja, a expressão 

elevada de IL-12 na variante A não é um sinal suficiente para estimular a produção de  

IFN-γ. 

Corroborando a importância da imunomodulação da resposta imunológica do 

hospedeiro frente à instalação do tumor, nossos resultados demonstraram a expressão de 

Fas nas células tumorais da linhagem Ar. A análise morfológica do grupo Ar revelou 

presença de infiltrado linfocitário externo, o sinal detectado parece ser oriundo destas 

células. 

Em adição, a ausência de expressão de Fas-L nas células tumorais do grupo A 

sugere, que neste modelo a imunogenicidade se dá outros mecanismos, portanto,  

sem a necessidade de indução da apoptose em células do sistema imune, já que a expressão 

do Fas-L poderia permitir o “contra-ataque” das células tumorais.  

Schanoscki e colaboradores (2004) demonstraram que a variante Ar do tumor 

de Waker 256 expressa número maior de células MHC classe I positivo, levando a ativação 

de linfócitos T citotóxicos, os quais expressam Fas, o que em associação a expressão de 

IFN-γ e TNF-α, poderiam estar relacionados a estruturação de uma resposta imunológica 

competente contra esta variante, mecanismo este responsável por sua característica 

regressão. 
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Corroborando esta hipótese, a expressão de Bcl-2 no grupo inoculado com a 

variante agressiva A evidencia um aumento progressivo, desta proteína anti-apoptótica a 

partir do 7 dias após inoculação em células tumorais e expressão elevada em células 

esplênicas. Ao contrário, tanto as células tumorais como as esplênicas do grupo inoculado 

com a variante Ar não expressaram Bcl-2 no 11º dpi, sugerindo a necessidade de repressão 

deste gene para a efetividade da resposta imunológica do hospedeiro contra o tumor. 

Discussão 

93



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6- CONCLUSÃO 

 

 
 
 

 95



1- A expressão de RNAm de IFN-γ neste modelo tumoral está relacionada ao prognóstico, 

visto que na variante Ar, ou regressiva, há expressão desta citocina e, na variante A,  

ou agressiva, a qual não apresenta regressão não há expressão da mesma. 

2- A IL-12 pode ser produzido constitutivamente pelo tumor de Walker 256, já que não foi 

observada a presença células inflamatórias que justificassem sua presença. 

3- O principal mecanismos de imunogenicidade da variante Ar é a expressão de Fas-L,  

que pode ocasionar a apoptose de linfócitos ativados. 

4- A expressão de TGF-β aumentada na variante A, sugere a participação desta citocina na 

imunossupressão. 
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