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INTRODUGAO

Ha muito tempo a célula tumoral tem sido interpretada comoe um agente
autbnomo capaz de, através do seu crescimento expansive, invadir 0s fecidos ¢ se
jocalizar e multiplicar a distdncia. Nesse processo, as células neoplasicas se modificam
& adguirem esirituras antigénicas que ndo estho presenies em uma'céiuia diferenciada
do mesmo fecido, a exemplo dos antigenos oncofetais, antigenos de diferenciaglio ¢
antigenos de transplante tumor especifico (TSTA) . Do ponto de vista imunoldgico, cada
organismo empenha-se em desenvolver mecanismos proprios de defesa contra as
interagles que comprometem sua integridade, destacando-se a resposta imune
especifica ( linfécitos T e B) e ndo especlfica {macréfagos, neutrdfilos | eosindfitos,

células NK, sistema complemento efc}

Grande parte da compreensfoc dos mecanismos que envolve o
desenvolvimento de uma neoplasia ocorreu apds o surgimento da Oncologia
Experimental, cuja existénoia se deu pela introdugBo dos chamados tumores
tmhsptantaveis ou transmissiveis. Esses s&o fumores de animais, mantidos om
laboratério pelo transplante de células tumorais a hospedeiros susceptiveis. Dentro do
estudo dos tumores experimentais, um dos grandes avangos fol a conversdo da forma
solida dos tumores para a forma ascllica: as celulas do tumor livre ou complaxos de
células crescem ativamente no fluide peritoneal, induzindo o actimulo ascitico e
alcangando uma alla concentrago celular, o que possibilita estudd-los sob varios pontos
de vista tais como: citoldgico, bioguimico, imunogenético, imunaldgico entre outros. De
maneira geral esses tumores 380 mantidos pela passagem seriada do fluide ascitico de
um animal a outro ou através da ulitizac8o de meios de cultura apropriados ou pela

manutenclio com técnicas de congelamento,

O tumor de Ehriich, uma neoplasia experimenta! descoberta por Ehrlich
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{1906} e convertido & forma ascitica - apds & inoculaglo das células do tumor solido na
cavidade peritoneal de camundongos - por LOEWENTHAL & JAHN (1832)  tem sido,
desde entdo, mantido pela passagem seriada a receptores susceptiveis & "in vitrg” .
Testes de histocompatibilidade, analises da distribuicso do nimero de cromossomos ¢
indugiio de mulantes através de agentes guimicos feveiafém que as neoplasias
expeotimentais sofrem alteragdes no decorrer de sug manutencdo tals como. perda de
especificidade e transplantabilidade, infiltrabilidade, alteragles na taxa de divisbo celular

& em namero de Cromossomos.

Tendo em vista esses aspectos ¢ considerando o fato de que atualmente
pouco 56 fem encontrado na literatura  sobre o desenvolvimento do tumor de Ehrlich em
aamandangos, é que nos propusemos a verificar se, apés tantos anos de manutencio
in vivo™ e "in vitro", o modelo experimental tumor de Ehrlich ascitico ou sélido,
promove alteragtes nas proteinas séricas de camundongos & se méntém seu potencial
imunogénico. Para fanto, empregou-se técnicas de eletroforese e sorolégicas, Também
foi nosso objetive estudar ¢ fenémeno da imunidade concomitante - relacionado com
esse tipo de tumor - visando a avaliar 8 capacidade do animal portador de um tumor, de

rejeitar um segundo indculo do mesmo wmor,
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Evidéncias da existéneia de neoplasias em animals surgiram quando o
vetenndrio francés, LEBLANC (1858) publicou seus estudos sobre tumores em animais,
demonstrando serem esses constituldos por células semethantes 4s dos humanos.
Sequiram-se os estudos de McFAYDEAN {(1880) o de STICKER (1802), relatando
também nooplasias em arimais, até que BASHFORD & MURRAY (1804) estabelaceram
gue, se a3 neoplasias efam DIOCesSSOeS gue ocorriam em animais domésticos e
selvagens, provavelimente deveriam se desenvolver em todos os verlebrados. Hoje sabe-
s¢ que fais processos gstdo presentes ndo sé em vertebrados, como também em
sefalocordados, urocordados, hemicordados e em oulras espécies de invertebrados.,

De modo geral, os tumores humanos & de animais mosiram semelhancas
essenciais, comportando-se como um crescimento de células, origindrias do préprio
organismeo, que adguirem a capacidade do se multiplicarem indefinidamente. Essa
constatacdo possibilitou o surgiments éa Oncologia Comparada, ramo da Oncologia que
procura ampliar o conhecimento a respeiio das neoplasias, identificando as diferencas e
semelthancas enfre neoplasias do homem, animaiis ¢ plantas (DAWE, 1882). Alravés da
Cneologia Comparada, pode-se conhecer e idenficar melhor as neoplasias que ocorrem
em outros seres vivos. Com o surgimento da Oncologia Experimental - um ramo da
Oncologia Comparada - cujs existéncia se deu pela introdugdo dos chamados tumores
transplantavels ou transmissiveis, é que se pdde constatar um grande avango no estudo
da cancerclogia. Esses fumores de animais siio mantidos em laboratério pelo
transpdante de células tumorais em hospedeiros susceptiveis e "in vitro”,

Historicaments, os primeiros relatos de ranspliante de neoplasias datam de
777, quando PEYRILHE {1777} inoculou material extraldo de neoplasia mamdria
humana s0b a pele de um cBo, e LEIDY {1851} transplantou tumores humanos sob a

pete de r8s, sendo que ambes o3 pesquisadores nfo obliveram éxito no crescimento
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neoplasico nesses heterotransplantes. Comegava-se, portanto, a deduzir a importancia
de ter-se uma relacfo de pareniesco entre doador e receplor desses tecidos.
Transplantes bem sucedidos passaram a ser obtidos somente quande fumores
espontdnecs de animais foram inoculados em receplores de mesma espécie. Assim,
HANAL (1889) fransplantou um tumor espontdnec de vulva de rata para o testiculo de
ratos da mesma linhagem e MORAU {1854) transplantou fumores mamarios de
camundongos fémeas para outros animais. Nesse aspecto, varios autores vém, desde o
inicio deste sécule, realizando pransplantes ds tumores espontinecs ou induzidos
experimentaimenie em animais susceptiveis, confirmando, dessa forma, a necessidade
de haver uma relac8io de parentesco entre o doador e receptor.

No inicio, os tumores eram transplantados para um grande nomero de
animais, obtendo-se crescimento em poucos deles. Hole, porém, sabe-se gue essas
neoplasias tornam-se estabilizadas a'pés transferéncias sucessivas, mantendo suas
caracteristicas por varas geragles. Segundo LUCKE (1853), pode-se dizer que uma
linhagem bem estabelecida de tumores transplantaveis em animais de espécies e
inhagens definidas represenia o mesmo que substincias guimicas puras ou culluras
puras de microrganismos, Alualmente dispde-se, na literatura, de verdadeiros tratados
sobre os tipos de fumores transplantdvels (DUNHAM & STEWART, 1853 | STEWART
of al., 1959). Nesses fratados, as linhagens sdc classificadas de acordo com ¢ tecido de
origem e a espécie animal em que ¢ desenvolveram, ¢ 1ém sido ulilizados em estudos
da aglo de componentes fisicos, quimicos e biologicos sobre seu crescimento, e
lambém nos estudos de ciogenélica, patogénese, imunoclogia, "comportamento
biokégico”, bioquimica e terapdutica das células tumorais.

Nessa linha de investigacio, um dos lumores experimeniais mais
estudados fol o tumor de Ehelich (EAT), por ser um dos primeiros fumores
transplantavels conhecidos, descrito por EHRLICH em 1808 | Trate-se de uma
rneoplasia origindria do carcinoma mamario de camundongos fémeas, transplantado em
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animais desta espécie, inicialmente na forma sélida. O tumeor de Ehrlich foi converdido
para a forma ascitica por LOEWENTHAL & JAHN (1032). Apds a inoculagdo de células
do tumor stlido de Ehdich intraperitoneaimente, osses autores obtiveram um namero
substancial de tumores sélidos desenvolvendo-se na cavidade periloneal, excelo em
alguns animais, nos gquais apds 10 a 14 dias do indeuln inicial, osbservaram a formacio
de ascite de aspecio leltoso ou hemorragico, contendo grande nidmero de células
neopiasicas. Demonstraram ainda, gue o tempo de sobrevida do animal, bem como a
rapidez do desenvolvimento do processo, dependem do nimero de céiulas inoculadas,
Entretarto, outre aspecto que influencia o tempo de sobrevida do animal é a presenga de
sangue no fluido ascitico, HARTVEIT {1861) concluiu em seus estudos que existe uma
correlagio positiva entre o tempo de sobrevida & o volume final do tumor, ¢ uma
correlacao negativa entre o tempo de sobrevida & o volume de sangue no tumor,
SIEGLER & KOPROWSKA (19625} descreveram os eventos que seguem a formagiio do
tumor ascitico, observando gque célilas vidvels do tumor penefram no mesentério,
profiferando ¢ destruindo as estrufuras integras dos tecidos infiltrado de hospedeiro.
Células do tumor e macrdfagos subsegllentemente passam para dentro do fluido
acumidado, como resultado de alleragles provocadas nos capilares e vasos linfaticos
pela rapida penetragBo e infilracBc do tumor. A associaglo de células tumorais
exfoliadas e ¢ fransudato peritorresl constituem a condigfio "tumor ascitico”. A converslo
para a forma ascilica trouxe grandes vantagens, coma: a possibilidade da padronizaglio
do nomero de células inoculadas, a quantificacdo da regressio e do crescimento
tumoral, bem como 0 estude da célula  tumoral propriamente dita (STEWART et al.,
1658}

Um dos mais importanies avangos na biologia do cdncer foi a
demonstragiio de que uma variedade de tumores experimentais possui antigenicidade
capaz de trazer & lona uma resposta imune sspecifica. Considera-se que a primeira

demonstraghio de anfigenicidade especifica na classe dos tumores experimentais foi
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revelada por FOLEY (1853), mostrando que o isolamento por clampeamento de um
fumeor, induzido por metilcolantreno, (& estabelecido, debou © hospedeiro resistente av
crescimento de um implante subseqgilente de células do mesmo fumor, porém ndc ac
crescimento de implantes de células de ouwtros tumores. Essas observagles j& haviam
sido antecipadas por GROSS (1843, 1945), o qual demonsirou imunizacdo ativa de
camundongos hibridos C3H para o fransplante de um fumor recém induzide por
metiicolantreno em camundongos C3H. Resultados semelhantes da presehga de
ardigenos sobre a superficie das células tumorals ¢ sua especificidade foram
demonstradas por PRENH & MAIN (1857), ulilizando tumores (sarcomas) induzidos por
3-metilcolantreno (MCA) ¢ transplantados para camundongos singénices. Os autores
chservaram gue 0s animais desenvolveram nédulos tumorals palpévets e que a remoglo
shrurgica dos mesmos, tornou oS éﬁima%s mais resistentes ao crescimento de um
segundo indsule das mesmas células tumorais quando comparado com os controles ndo
fratados ou sensibilizados contra outros sarcomas (MCA) singénicos. Além disso, a
imunizaciio com tecido normal nfio preveniu o crescimento do tumor, bem como ndo fol
rejeitade Dessa forma, os autores conclufram que o8 sarcomas MCA possufam
antigenos de fransplante tumor especificos (TSAT) & que esses eram  individuals para
cada neoplasia.

Relatos de imunidade especifica ao tumor antes desses sxperimentos néio
s#o confiavels, uma vez, que duranie a génese da Oncologia Experimental, todos os
estudos foram realizados, usando-se animais cruzados ao acaso e fransplantes de
fumores nfo singénicos. Transplantes bem sucedidos de céluias malignas ¢ normais
reguersm que os genes de histocompatibilidade (genes M) do receptor e doador sejam
idénticos {(GORELIK, 1983). incompatibilidade nos genss H causa a rejeigho de
fransplantes de células (SMNELL, 1948, 1953). sendo que as reagdes imundlogicas séo
responsavels por esta rejeicio (GORER, 1942, 1956,).

Antes de 1840, era dificil obler ndmers suficiente de animais de idade ¢
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finhagem uniformes, Desse modo, o5 pesquisadores fentaram manter os tumores "in
vive" em animass cuje linhagem diferia daguela de origem do tumor; isso foi conseguido
apés muitos transplantes sucessivos, tendo ¢ tumor deixade de expressar seus gens de
histocompatibilidade, passando a crescer em animais de gendtipos diforentes. Este fipo
ge tumor ¢ usualmente referide como ndo epecifico, incluindo-se o8 tumores de Ehrich,
Krebs, Crocker, Bashford e Sarcoma 180 em camundongos; carcinoma de Walker em
ratos @ melanoma Harding-Passey, Brown-Pearce ¢ ¢ carcinoma V2 em coethos
(SUGIURA, 1885 ¢ KALISS, 1961).

A importancia do sistema imune na defesa contra o cresciments de
tumores tem sido ressaltado pela teoria da vigilancia imunolbgica. Através do processo
de evoluglio ocorreu a necessidade de existirem mecanismos para a eliminaglo e
inativaglo de células mutanies polencialmente danosas, as quais aparecem como uma
alterac8o genética hereditdria ¢ que pode ser comun em células somélicas,
principaimente nos vertebrados homeotérmices, caracterizando assim, o congelto de
vigiiancia imunologica (THOMAS, 1858 ¢ BURNET, 1970). As reacdes imunes conlra
turnores Bm sido divididas em imunidade celular {mediada por linfécitos & macréfages)
e imunidade humoral (mediada por anticorpos & complemento}. Essas reagdes imunes
envolvem a interacdc com antigenos de superficie celular, promovendo subssglients
proteco. HORN (1838}, estudando a antigenicidade de "célula total” e componentes da
célula do tumor ascitico de Erich, verificou, através de anti-sores produzidos em costho,
um efeito citolitico sobre as células cancerosas através do anti-soro para mitecdndria ¢
“chluia total” do tumor, Posteriormente, resullados semelthantes foram oblidos com antl-
soros da fraclio cefular insoluvel que continha consideravel quantidade de material de
membrana, juntamente com algum malerial intracelular de origem n@io caracterizado,
Esses anti-soros extbiram um efeito de protecfio contra estimulo subseqliente ao tumor
imunizante (ENG et al,, 1989},

Qutros pesquisadores, utiizande a técnica de transplante, demonstraram a
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presenga do antigeno tumor-especifice (TSA), envolvido na imunizago de animais
receptores com células do tumor, as quals se apresentaram incapazes de se mulliplicar.
Dentro desse aspecte, DONALDSON & MITCHELL (1958} observaram que a pré-
imunizagdo com células irradiadas do tumor de Ehrlich protege os camundongos contra
o transplante subseqliente de células vidveis do mesmo tumor, quando administrado via
intraperitoneal {(ip). Ja a pés-imunizacio, iniclada um dia depecis do implants
subcutanes do tumor, reduziu significativamente a mortalidade, enfretanto, quando
realizada nos animais portadores do tumer ascltice, néo inibiu a multiplicac8o rapida das
células tumorais. Posteriorments, LITTMAN et al. {(1968) confirmaram 0s resultados de
protegdo conferido pelo intculo de células irradiadas do tumor de Ehrlich, bem como do
Sarcoma 180, acrescentarndo zinda que o estado de imunidade permaneceu por um
longo periodo de tempo, sendo a via ip. a gque demonstrou maior profecio.
Conhecimentos de regresséio do tumor e subseqliente resisténcia para uma segunda
inoculagdo foram obfidos através da retirada didria do fuido ascifice de camundongos
portadores de fumores asciticos, os quals se recuperaram completamente do
desenvolvimento do tumor, tornando se imunes & subseqgliente inoculagso das mesmas
células tumorais. Esses animais apresentaram ainda, uma imunidade cruzads a outros
tumores asciicos, Nesse senlido, conclisi-se gue ¢ fluide ascitico livre de células & rico
em antigenos tumorais e que a remogls por pungde, ao invés da relirada das células
cancerosas, & um fator crucial na imunidade alcangada (APFFEL ef al, 1968). A
rasposta contra células tumorais foi ainda observada por KANEKO ef al. (1975),
avaliando o nimers de células produtoras de anticorpos anti-EAT no bage de
camundongos portadores do tumor sdlido de Etilich, as quals apareceram no sexdo dia
apds o indoulo inicial e atingiram um maxime ao redor do décimo quinto dia.

A imunidade celular ¢ geralmente considerada como sendo a primeira
resposta de rejeicdo evocada contra o8 tumores experimentais. Sua participagiio tem
sido avaliada por melo de festes de transferéncia de imunidade ativa, a partir de células
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provenientes de doadores imunizados contra os tumores ou oblidas de animais
portadores de tumeres em desenvolvimento. Dentre dessa linha de pesquisa, MAZUREK
& DUPLAN (1863) observaram que camundongos iradiados sub-letalmerde, quando
reconstituides com células da medula 0ssea ou do baco, obtidas de animais imunes &
céiula do EAT, iniblam o crescimento do mesmo tumor. Resultados semethantes de
protecdo contra subsegliente indculo de células vidveis do tumor foram obtidos por
ATTIA et al. (1963), através da fransferéneia de células de linfonode e - de peritdneo
obtidas do animais poriadores ou imunizadoes com células de dois diferentes imp?arztas
do carcinoma mamario sspontineoc, guando transfaridas & receptores isogénicos
normais. Posteriormente HAAGENSEN ot al. (1878) demonstraram resultados similares,
transferindo céiulas de linfonodo @ soro de camundongos hip@fimuniiades com céiulas
do adenccarcinoma mamdrio ascitice 755 (AD755a). Essa imunidade fol especifica ao
tumor, bem como estendei-se contra dois outros tumores de origem mamaria (EAT e 8-
180). Outros resultados oblidos por NEEL #1 & RITTS JUNIOR (1977), ulilizando fumor
induzido quimicamente, demonstraram que células de bago de animais portadores de
tumoreas (grandes 4cm ou paguences 38mm de didmetro}, ndo conferem protegdoe contra
o subseqiiente indcule de células do mesmo tumer, quando transferidas aos recepiores
normais. Por oulro lado, o soro dos animais com fumores grandes, protegeu receptores
normais contra ¢ subsegliente estimule, o que ndo fol alcangado com o soro
provenientes de animais com umores peguenos.

O envolvimento dos Enfécitos na rejeiclio de células tumorais por animails
receptores de células imunes foi demonstrado por MARUSIC (1878), uma vez que o pré-
trataments das células da medula éssea de doadores imunes com anti-soro anti Thy 1-2
& complemento, anulou & transferéncia da resisténcia aos receplores normals contra
chlylas vidvels do fumor de YOSHIDA (YAS). Em seqléncia aos seus estudos,
MARUSBIC (1879 avalioy os mecanismos da resposta imune de camundongos
portadores do EAT, conciuindo que os linfécitos-T s80 requeridos somente na fase de
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incucao da resposta imune de camundonges contra EAT, sendo que a fase eferente foi
acompanhada por anficorpos. Ainda nessa linha de investigacio, outros festes tém sido
aphicados, avaliando a participacio dos linfocitos nos diferentes Srgios linfdides, bem
como o comportamento desses lecidos frente @ neoplasia. Assim, SIEGLER &
KROPROWSK (19625 observaram em seus estudos, realizados com animais
portadores do tumor ascitico MT 880, perda dos linféeitos do timo com contragho das
células epitelials e alteracBes similares nos demais orglos linfdides. Resultados obtidos
em analises histolégicas por THUNGLD {1967} demonsitraram marcada hiperplasia fi(a.
sistoma linféide durante o desenvolvimento do FAT em camundongos machos & fameas.
Posteriormente, THUNOLD {1868, obsarvou uma reaclo fraca de linfécitos, eosindfilos
o hishidcitos em camundongoes apds o indoulo intraperitoneal de células do EAT, porédm o
crescimento do tumor ndo fol inibido, Por outro lado, os animals imunes (remocio de um
fransplante do mesmo tumor da cauwda do animal § apresentaram. apds o estimule
intraperitoneal de células do EAT, uma distinla agregacdo de linfdcitos com células do
tumor, ¢ a inibigho do crescimento do mesmo ol observada.

A regtividade dos linfécilos frenfe a células do tumor foi investigada por
ZOLLER of al (1873, ulilizando teste de micmcitoloxidade, Os festes revelaram que
celulas de linfonodo de ratos imunizados conirp hepatomas e sarcormas foram citotéxicas
para células do tumor imunizante tom baa reatividade cruzada. Entretanto, células de
linfonnodo de ratos, portadores de  tumor, deram reagBo  cruzada conlra uma ampla
yatiedade de sarcomas & hopatomas, sugerindo que o3 portadores dos tumores foram
sonsibilizados contra antigenos comuns, bem como antigencs especificos associados
com esses tumores. Uma maior atividade dos linfocilos provenientes de animais
potiadores de tumor induzide por metilcolantrenc, fol ohservada quando comparada com
as de animals imunizados e normails, em testes de verificacc da  sinfese de DRA
produzida "in vitre” quandeo  esses hinfdcitos foram incubados com células do umor

blogueadas por mitomicina-C (BURK et al 1878}
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Qutras pesquisas foram realizadas investigande a participac8o de células
sspecificas da resposta celular contra os tumores. Evidéncias para o envolvimento de
macrdfagos na imunidade contra o8 tumores foram primeiramente demonstradas por
OLD et al. (1959), uma vez gue infecclo por BOG (Baciliys Calmette-Guérin) formou
camundongos resistentes ao enxerte do tumor. Em continuidade 4s investigagdes sobre
a participacio dos macrbfagos na resposta contra os tumores, EVANS & ALEXANDER
{1970} constataram que a adic8o de macrofagos provenientes de animais imunizado:f,
contra o finforna L3178Y inibiu a divisBo celuar do mesmo "in vitro". © mesmo foi
chservado quando macrofagos oblidos de animals normals, foram  adicionados,
jun‘!aﬁmnta com céiulas do bago provenientes de animails imunizados contra o linfoma
ou com o sobrenadante de cultura de  finfdcilos incubados com as células do tumor,
{EVANS & ALEXANDER, 1972). Quira evidéncia da influéneia dos macréfagoes contra os
tumores foi avaliada por {SA & SANDERS (1875), investigando o cresciments do
feratoma 40ZAX em camundongos fémeas virgens singénicas ou alogénicas. Us aulores
ocbservaram crescimento do tumaor apés o5 animais terem side watados com soro anti-
macrdfago, sendo gue os anticorpos encontrados no soro, bam comoe ligados & superficie
do tumor, ndo foram citoldxicos para a célula do lumor,

Alguns trabalhos utillzando camundongos recém-nascidos timectomizados
¢ atimicos congenitamente (RYGAARD & POVLEEN, 1974 ¢ WESTON, 18973) sugerem
gque a imunidade humoral desempenha um papel de relevancia nos mecanismos de
defesa contra os tumores. GORER & AMOS (1856) demonstraram que soro obtido de
camundongo hiperimunizado com cdlulas asciica E L 4, quando incculade em animais
ispgénicos e ndo isogénicos, promoveu uma imunidade passiva a subsegllente
incculagiio de células E.L.4. Resultados de proteclo confra subsequente estimulo
também foram alcancados por KLEIN & SJOGREEN (1880), incubando células de
tumores induzidos por metiicolantreno com soro ou células linféides provenientes de
doadores imunizados contra os fumores,
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A acdo de anticorpos contra as células tumorais tem side avaliada
empregando-se testes que demonstram  a lise das células do tumor "in vilre™ quando
complemento & adicionadoe. Segundo FLAX {1956, o soroe de costho anti-tumor Ehirlich ¢
complemento de cobaio preveniu o crescimento do tumor em camundongos, pelo fato
das células tumorals terem sido lisadas - o que foi avaliado pela fomada do corante -
enguante gue as células tratadas somente com a fragdo globulinica ndo foram lisadas.
HResultados semethantes foram oblidos com um sarcoma murine induzido por 3 -
metiicolantrenc sendo que, a resposta Imune citotdxica para antigenos tumor especificos
{TSA} resitiu nas fracbes de igM ¢ G com a adicdo de complemento exégenc
(BLOOM, 1870). A classe de anticorpos citotoxicos preduzidos apés a imunizagho de
coethos com dois hepatomas (induzide por dietiinitrosaning)  de cobaios antigenicaments
digtintos, designados linhagem 1 e linhagem 10, fol avaliado através da interaclo com a
concanavalina A e proteina A de Staphylococcus aureus. As analises dos resultados
demonstraram que 08 tWumores da hinhagem 1 produziram tanto IgG quanto IgM. Com
relagdo & linhagem de tumor 10 houve somente a producio de lgG (LANGONE ef al,,
1978

Estudos do efeite do sore de costhe anti-EAT sobre as células de tumor,
(ELLEM, 1857) mostraram um aumento no volume celular de cerca de 40% que fol
acompanhado por um aumento na permeabilidade da membrana celular, na preseriga de
somplements. Estudos a nivel de microscopia eletrbnica das células do tumor ascilico de
Krebs, fratado "in vitie” com globuling de coelho anti-céldas do tumor revelaram uma
alteracho na eshrutura da membrana da superficie celular. A subseqiiente suplementacio
do complemento para esie sistema danificou severamente a  matlrie ciloplasmatica,
mitocdndria ¢ reficuio endoplasmatico. Essa segliéncia de evenios promove a base
estrutural para a a¢do cifotdxica do complemento e anticorpos (GOLDBERG & GREEN,
1859).

Alguns investigadores procuraram reconhecer anormalidades ou alteragdes
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na composicio protéica do sangue de animais portadores de tumor, Nesse sentido,
CAMPBELL of al. {1859, comparando as proteings sérices de ratos nermais com as de
portadores de tumor induzide por 4 - dimstilaminoazobenzens, através da técnica de
sletroforese zonai, verificaram que ¢ soro  dos animais portadores de tumor continha
mais proteinas de mobilidade das aifas glohulinas, pelo método de imunceletroforese,
foi possivel observar que as profeinas presentes em concentracdes glevadas no soro de
animais com tumor apresentavam mobilidade correspondente a alfa 1 e alfa 2 globulina.
Resultados semelhantes foram obtidos por PIROBKY & OISGOLD (1961,), em estudos
ge imunoelelroforese, ulilizande proleinas séricas de rales  portadores de tumor
induzido por metiicolantreno - dentro de um sistema-tumor-hospedeiro-isdloge - onde
demonsiraram um aumento das fragdes alfa 2-Ul e beta 34 e uma diminuigio das alfas 24
e gamagiohulinas. Também demonstraram, dentro de  um sisterna-tumor-hospedeiro-
homologe (Sarcoma 180), através de tragados imunceletroforéticos um aumernto de
todas as subfragles da zona alfa 2 ¢ wm aumnento moderado da porgBio gama média o
das porgdes catédicas beta 3 -l globulinas na fase inicial do desenvolvimento do tumor.
MNa fase avancada do desenvolvimento do tumor, ocbservaram uma acentuada reacdo e
aumento das fracdes alfa 2; gama e bela 3- giobulinas (PIROSKY & OISGOLD, 1961,
Analises imunocelstrofordticas foram também realizadas com soro de camundongos
portadores de  adenoccarcinoma mamaric esponténeo, adenocarcinoma mamério
fransplatado pela primeira vez e adenccarcinoma mamario estabilizado { vigésima
sagunds transferéncia), Os tragados imunoeletroforéticos dos trés sistemas estudades
mostraram uma dimunicio das alfs 24 globulinas com o crescimento do tumor ¢ um
aumente das beta e gamagiobulinas, na fase inicial do desenvolvimento do tumor
{PIROBKY & QISGOLD, 1984),

Quiro components presente no soro que tem desperfade a atengdo de
pesqguisadores £ o sistema complemento, seja pela sua participacio na lise das células

tumeorais, onde interage com o anticorpo, seja pela  promoglo de fagocitose, alraglo
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quimictaxica de células fagociarias |, seja  fambém na modulaglo da resposta
inflamatéria pela atraglio de evsindfilos e na geragiio de anafilaxia, HARTVEIT (1870),
verificandn o Hulo do componente C1 do sistema complemento, no soro de animais
porfadores do tumor de Ebrlich e do carcinoma Bergen Ad com doze dias de
deséma&fémersm observou  uma diminuiclo no fitulo desse componente quando
comparades com o tito oblide do  soro dos animals conboles. Posteriorments
SAKAMOTO & NISHICOKA (1975), avaliaram 3 concentracio dos componentes C3 e (4
no soro de ratos portadores de tumores induzidos por metilicolantrene (MC) e induzidos
por dimetilaminoazobenzens (DAB). Esses autores, verficaram um aumento nas
soncentractes dos componentes C3 e C4 com o desonvolviments do tumor induzido por
matiicolantrenc, reflelinde a manutenclo da integridade das defesas do hospedeiro
gondra ¢ tumor. Ja nos ratos com tumores induzido por demstilamincazobezeno, uma
diminuigdo na concenbraglo desses componentes do sistema complemento foi
gonstatada. Neste caso, o autor sugere que provavelmants o dano provecade no figado
desses animais pela ingestio do DBA, fenha sido o responsével por asta diminuiglo.
Nesta mesma linha de pesquisa, BELLELLI & 8EZZ] (1976), ulilizando a administragio
do fator de veneno de cobra {(CoF), ¢ qual promove uma depieclic do componante 03
circulante, investigou a participaglo desse componente do sistema complemente na
rejeiclo do tumor de Erhiich ¢ da Leucemia L1210, Esses aulores observaram gus,
camundongos imunizados contra 2s células do EAT e contra as células da Leucemia
L1210, quando tratados com CoF, passaram a desenvolver ambas as neoplasias. Jé os
animais imunizados contra as células de ambas as neoplasias, foram capazes de ejeitar
a5 células do tumor imunizante quando reestimulados. Assim esses autoras, sugeritam
que o componente O3 do sistema complemente, participa da rejeico desses tumores
experimentais, Drovavelmente ligando-se a anticorpos sobre as células neoplasicas,
formando um complese imune que estimula 8 alividade dos macrdfagos. Estudes
aubéaqﬁwtaa, ainda utilizando o tumor de Ehilich como modele experimental,
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demonstratam gue o soro dos animais porfadores desse tumor perderam a capacidade
de mediar imuncaderéneia. Isto ocorreu devido & diminuigio na concentragio dos
fragmentos C3b ¢ C3d, como consegliéncia do consume dos componentes do sistema
complemento pela via alternativa, durante a resposta inflamatéria que acompanha o
erescimante do tumor (PORTA et al,, 1878},

A relagBo tumor-hospedeiro tem sido avaliada quanto a capacidads de
ssmié componentes imunes {(fais como linfécitos, macréfagos e anticorpos) de reagir “in
vitro” confra células do tumor, ou de transferir  imunidade ativa ou passiva 2 receplores
notmals. Em boa parte dos eshudos publicados, o desenvolvimento do tumer fol avaliado
obtendo-se componentes imunes de sifios distanies do mesmo. Por outro lado,
procurando enfocar a resposta imune no siio de desenvolvimento do tumor, THUNOLD
{1968y verificou a presenga de  globulinas na superficie das células do EAT
provenientes de hospedeiros imunclogicamente competlentes, ulilizando testes de
aghutinacio mista e consumo antigiobulina.  Alravés da imunoflucrescéneia indireta,
este awtor indicou ainda a presenga de anticorpos circulantes apés a rejeicio do tumor,
sendo gue estes estavam ausenies em animais apresentando tumor. Imunogiobulinas
ligadas & supeificie do tumor foram delectadas para a variante ascitica do hepatoma [23
através de lestes de imunofiuorescéncia, bem como a presenca de anlicorpos no soro @
no fluide ascilico. Entretanto, quando comparadas ambas as formas - ascltica e sélida -

para 3 presenca de anlficorpos circulantes, verificaram reagles positivas em ambas.

Contudo, quando a forma séfida do tumor tornou-se palpdvel, a presenca desses
anticorpos nfo fol mais detectada. Por outro lado, os mesmos foram detectados durante
todo o periodo de desenvolvimento da forma asclica (ROBINS, 1975). Utllizando a
proteina A proveniente de Slaphylococous aweus e anticorpos  conbta as
imunoglobulines de camundongos, DORVAL ef al. (1876y) observaram que 08 mesmos
foram fixados por véras céhidas de tumor crescendo Yin vivo", mas nio contra seus
gorrespondentes crescendo em cultura, Aléem disso, a IgG foi encontrada aumentads
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com o desenvolvimento do tumeotr. Ainda nessa linha de pesquisa DORVAL, et al
{19765), investigaram a especificidade das imunoglobulinas presentes sobre as células
de tumores murino. A remoglio artificial das imunoglobulinas através do tratamento com
acide ou pele cultive das celulas tumorais, demeonstrou uma correlagfio direta entre o
aumento na expressfo dos antigenos associado ao tumor (TAA) ¢ a perda de
imunoglobulinas ligadas 4s células tumorals; porém ndo demonstrou aleragdes na
oxpressio de outros antigenos da membrana normal, Segundo RAN et al. (1878), o
aumento dos anticorpos citotdxicos ligade ds células do tumor segue a cindtica do
aumento do anticorpo no soro s ostd inversamente correlacionado com a guantidade de
antigenos livies sobre a superficie da célula do tumor (Sarcoma) induzido por virus
polyoma (SEYF-2). Entretanto, dentro desse sistema experimental, 3 capacidade de
ativar complemento & expressada por anticorpos cobrindo populacdes de células de
tumor recente, enquanto que anticorpos cobrindo populacdes de células do tumer tardio

s&0 Incapazes de ativar o complemento (BRASLAWASKY, 1878). O principal anticorpe

ligado as céiulas do tumor desenvolvendo atividade citoldxica ¢ a IgG2a que apresents
uma atividade elevada entre os 11-15 dias de desenvolvimento do tumor (MOAL &
WiTZ, 1978).

2 desenvolvimenio de uma imunidade efetiva a ser desenvolvida pelo
hospedeiro contra o crescimento lumoral é ainda ressaliada pela imunidade
soncomitante anti-tumoral, isto & uma condigo de imunidade adguirida que capacita o
hospedeiro, com tumor progressivo, a neutralizar o crescimento de um nove implants de
céiulas do mesmo tumor, quandoe incculado em um siio distante, Esse tipo de
imunidade foi iniclalmente demonstrada por EHRLICH em 1806 e posteriormente,
BASHFORD et al. {1908} wnﬁ;mayafﬁe estes achados, conduzinde 3 novos  estudos
deste fendmeno. Esses autores conclufram que a resisténcia do animal portador de um
tumor a um segundo estimule do mesmo & mediada por mecanismos imunolégicos.
Qutro aspecto & a resistdncia do hospedeiro a uma segunda indugdo do tumor apés
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(imunidade semi-concomitante). Este fato foi inicialmente descoberto por UHLENHUTH
et al. em 1910, porém esse fendmenc permaneceu esquecido por mais ou menos 40
anos, quando LEWIS & APTEKMAN (1952), uiilizando o técnica de regresslo artifical
airavés da oclusiio da circulaglio sanglinea do tumor, por um torniquete de borracha
durante um dia, demonstraram gque o isolamento do  crescimente de um sarcoma
singénico ou do crescimento de carcinoma em ratos congénitos, resuliou na completa
regressao dos tumores e ainda que esses animais foram capazes de inibir o crescimento
de células do mesmo tumor guande reinoculadas.

Vérios séo os trabathos invesligando esse fendnemo. GERSHON «f al,
{1867) observaram, em “hamsters® porfadores de  implantes  de um linfoma
alctransplantade com 3 semanas, 8 regressio de um segundo indculo de céludas do
mesmio tumor. Essa regressdo fol dependente do numero de colulas e do periode de
permanéncia do tumor sobre o hospedeiro, e ainda que células do baco, provenientes
dos mesmos anmais, ransferia imunidade passiva a receptores normais. Também
ehservaram gue  células de pertdneo, quando misturadas com células do tumor antes
do mocoulo, mostraram-se  eficazes para evitar o crescimento de tumor em receptores
normais. Resultado menos signtficative de protegdo fol observade removendo-se
cirdrgicamente um transplante primaric do tumor ascilice de Ehrlich da cauda de
camundongos em relaglo ao crescimento de um transplante secundario, subsutdnes ou
peritoneal, de células do mesmo umor. O implante subcutBneo secunddrio resultou em
uma  redugio no numers de tumores desenvolvides, enirefanto, ¢ implante
intraperitoneal secundaric levou ao desenvolvimenic de fumores em muitos animals,
contudo  aumentou o tempo de sobrevida dos mesmos (THUNOLD, 1667,
Posteriorments, FISHER el al. {1870) obliveram resullados de protecBic com tumores
induzidos por metilcolantrenc e tumores mamarios espontaneos, fanto na presenga do
tumor primério, como quando removide previamente ao segundo estimulo, Enfretanto,

resultados negativos foram obltidos  guando houve a remocBo parcial ou completa do
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tumor, subseguantemente g estimulagio secundéria. Uma outra evidéncia da resisténcia
a:iqu‘?riﬁa pela remogio do tumor, foi observada em estudos sobre os efeitos de dois
metodos de curas: excisdo e radinterapia locais aplicadas em camundongoes portadores
de fibressarcoma induzido por malilcolantreno, Apds completa remogiio cirdrgica  do
fumor, houve uma forte resposta de resisténcia ao cresciments das células  do fumor
reimplantado. Por outro lado, a remegdio do tumor, realizada apds o animal fer side
reestimulade com células do tumor ou o ratamento com irradiagdo demonstrou uma
resisténcia diminuida pelo hospedeiro, porém ndo nula (VAAGE, 1871)

Estudos realizados por GERSHON et al. (1871), investigande algumas
varidveis que podem influenciar a manifestacho da imunidade semi-concomitante depols
da excis8o de um linfoma alofransplantado em “hamster”, demonsiraram que apds a
incculacio do tumor, existe um periodo limitado no qual a remoglo do tumor primério
afeta a manifestacdo da imunidade semi-concomitante. Esse intervalo de tempo depende
do nimero de células do tumor injetadas - grandes niimeroes, curto periodo de tempo.
Com relaclo 3 imunidade concomitante, DECKERS ef al. (1973) observaram que

camundongos portadores de fibrossargoma induzide por metilcolantreno, rejeitaram um
segunde isoenxerto do tumor inccudado 14 dias apds o inlcio do ransplante, mostrando
set a imunidade concomitanie espectliica. Resultados similares foram oblidos por
CHANDRADASA (1973), estudando a resisténcia concomitante em camundongos
portadores de sarcoma induzido por metiicolantreno, sendo que o pico da  resposta
frmune ocorrey entre 10 @ 14 dias apds o implante do tumor, Contudo, apds esse periodo,
houve um declinio na resisténcia 4 reinocudacio com células do tumer. Multos oulros
trabalhos nessy linha de Enwastigag;ﬁé concluiram que o grau de inibicdo a um seguado
inééu?e esta relacionado com o tamanho da massa do fumor primério ¢ também com o
periodo de desenvolvimento do mesmo { DECKERS ef al., 1976, GORELIK of al., 1881,
GORELIK, 1883 ¢ GUERRA, 1983 Alguns pesguisadores  demonstraram que
mecanismos imunoldgicos, principalmenie os mediados por célylas T ¢ macréfagos,
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estie envolvidos no fendmenc da imunidade concomitante (GERSHON, 1887,
DECKERS et al, 1873; CHANDRADASA, 1873) Por outro lado, pesguisas realizadas
com Umores nao imunogénicos o fracaments imunogénicos demonstraram oue &
imunidads concomitante nestes modelos axperimentais ndo ostd relacionada com 3
presenca de células efetoras, uma vez gue camundongos "nude” e tratados com silica
forar capazes de inibir o segunde indéculo de células do mesmo tumor (GORELIK st al.,
1881, GORELIK, 18983, RUGGIERC ef al., 1985, RUGGIERO et al, 1990). Segundo
MEISS et 2l (1888), v exame histoldgice do sitio secundaric de crescimento do tumor
revelou que g regresso ndo apresentava necrose, bem como infittraglo das células do
hospedeiro. Os autores alribuiram esse fendmeno g mecanismos citostabicos.

Um aspecto relevante a ser considerado com relagdo ao uso desses
modeios experimentais ¢ o fato de apresentasremn sob continug franplante, alteracfes
inesperadas © permanentes na transplantabilidade. STRONG (1926, 19264},
trabalhando com tumores transplantdvels dBrC e dBID, o5 quais  originaram
sspontansamente na linhagem de camundongos DBA (dilute brown strain), observou, ha
rotina  de fransplantes  deste tumor, alferagtes no potencial de reagio -
fransplantabilidade - resultande no surgiments de novos Hipos de  tumores
transplantavels, os quals apresentaram um aumento no vigor proliferativo o perda da
aspecificidade. CLOUDMAN {1932) e BITTNER (1947} confirmaram as observapes
feitas por STRONG sobre os tumores, MacDOWELL et al. {1939) reportarsm que
dgiferongas imunoidgicas foram encontradas entre células leucédmicas nos animais de
origem e aguelas passadas atraves de uma séne de hospedeiros. Alleragtes de
“viruléncia™ | taxa de diviso celular, infiltracdo, perda de especificidade para as células
leucémicas foram ainda relatadas por MacDOWELL (1848) em suas observacles com
esse modelo experimental.

Lim outro fator a ser considerado foi sugerido por GORER {1847}, segundo

* O wermnn viroedbnoia o mantilo no fexie, em respeito so poripizadon, BEmbona tendo este outra conotegdo atual,
2y
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o qual ¢ aumento de um antigeno pode impedir & entrada de oulros e que este processo
de "mascaramento” pode ser considerado um eliminants de fatores-M fracos durante o
curse da passagemn do tumor, Dessa forma, o desaparecimento de alguns antigenos
reguer o reamranjo do equiifbrio génico, levande a um desbalanceamento do numero
CrOMossomico.

O pré-requisito citoldgico para tois aspectos é demoenstrado alravés de uma
ampila heteroploidia presente no tecide maligno guando analisado guando a distribuigio
do numero cromossdmice (HAUSCHEKA, 1853, LEVAN, 1956, TJHO & LEVAN, 1958,
HAUSCHKA & LEVAN, 1858). Tumores transpiantdveis sio, deste modo, mosaicos nos
quais aberracbes mitdhicas promovem ampla oportunidade ndo somente para a perda
fisioldgica de genes histocompativeds, mas fambém para alteragfes cumulativas de
ploidia trazida sobre modificacfes antigénicas através da desarmonia intercromossomal.

Sob continua selegio natural em hospedeiros compativeis, as células com
grupos de cromossomos balanceados apresentam varagens sobre suas competidoras
aberrariles. isso fol evidente a partir de uma sére representativa de sstudos realizados
comm tumores asciticos, ©s quals, apesar de numerosas irreguiandades mitdlicas,

perpetuaram sua caracteristica dipidide ou tetrapléide com relacdo ao namero modal por

mais de cinco geracles de ransplantes sucessivos (HAUSCHKA, 1952; MALISCHKA &
LEVAN, 1953). Testes de transplantabilidade realizados por SACHS & GALLY (1855)
mostraram que diferengas no nimere modal de cromoessomos estio correlacionadas
ainda com diferencas na especificidade da linhagem, no qual os tumores com numere
e%m?adc de cromossomos duplicages estBo relacionadoe com um allo grau de
inespecificidade. A relaclio de histocompatibilidade entre o enxerto e o hospedeirg, isto &,
2 influéncia da ploidia (2n versus 4n) sobre o grau de especificidade foi confirmado por
HAUSCHKA & LEVAN (1883), os guals conclulram ainda, que a ampla
transpiantabibdade  dos tumores, ctom um numers elevado de  Cromossomos,

independem da iaxa de crescimento, “viruléncia®, bem como do tecido ¢ Hnhagem de
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origem,

A antigenicidade reduzida dos tumores aneuplbides bem como daqueles
provimos aos tetrapidides & interpretada como resuftade de alteragbes no equilibrio
génico. Em uma célula tetrapitide. mais do gue dois "ocl” podem ser disponiveis para
alguns genes antigénicos. Os alelos antigbnicos podem, conseglentements, funcionar
de forma alterada com relagdio aqueias para o5 gquais eles sdo restritos no nicleo
dipidide com consequents alteragho ou extingdo de seus produtos finais especificos.
Parda de especificidade pode, desse modo, set vista como uma seleclo imunclégica de
tipos andigénicos minimos enfre vanantes de cromossomos vidvels em uma populagio
de células neoplasicas (HAUSCHKA, 1853). O surgimento de células com uma resposta
imunoldgica minima como sonseqiéncia do fendmeno de seleclo imune fol sugerido por
KAZIWARA ( 1854}, ap6s a inoculagdo de uma pequena quantidade de células do tumor
ascitico de Ehrlich hiper-diploide O autor obleve células tumorais hiper-tetrapléides,
como conseqlénoia da possive!l resposta imune efetive tempordria produzida pelo
animal contra o indoulo. Alteragfes no numero de cromossomos, "viruléncia® e no padrio
invasive, foram obhservadas por HAUSCHEA et al. {1955/18066) em seus esfudos,
investigando a funglo da imunosselesdo na relacio entre heteroploidia e sspecificidade
reduzida para trés sublinhagens do linfossarcoma ascitice BC3HED {origem C3H). Ainda
testes de hemaglutinaclo demonstraram gue pequenos residucs de células do tumor
dép%{xieﬁas persistindo na ascite telrapitide, deram  reaglo positiva com o gendtipe dos
camundongos nos guals o tumores originou.  Esta minoria de células dipldides sBo
graduaimente resselecionada para predominal na populatio neoplésica, apds ¢ tumor

ter refornado para o animal da linhagem, no qual este surgiy,

AlteracBes nas células twmorals foram também detectadas nas linhagens
mantidas "in vitre”. Trabathando com trés linhagens do hepatoma Novikoff de ratos em
cultura HSU (1880) cbservou que a5 mesmas perderam & transplantabliidade guando
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inoculadias em animais susceptiveis, Entretanto, tornaram os receplores imunes ao
implante das células malignas crescendo "in vivo™. A perda de transplantabilidade,
mesmo  em camundongos irradiadoes e a induglio de proteclo contra os  ingculos das
inhagens dos tumores asclios de Ehwlich; TA3 e BC3MED foram observedas por
MORGAN of al. {1970}, que avaliou as caracleristicas desses tumores crescendo ” in
vitrg". ENG et al. (1870) demonstraram  proteco contra as células BC3HED cresgendo
"in vive" apds o indculo prévio de suas comrespondentes crescendo Tin vitro®, Os
sutores observaram que esta proteclo fol mediada por anticorpos, como revelaram os
testes de citotoxidade realizados “in vilro” com soro dos animais imunes, acrescidos do
soro de coetho, comeo fonle de complemenio,

Considerando ¢ fate dos tumores serem constituldos por uma populagiio
de células heferogénens e apressniarem uma linhagem de célula precursora que
descreve a progressdo do tecide neoplasico, NOWEEL (1976) sugeriy o modelo da
evolugio clonal das populagbes da célula do tumor. Nesse contexto, o inicio do tumor
ocorre através de uma alteragho induzida em uma célula normal unica. Com o decorrer
do tempe, como resultado da instabilidade gendtica na expansao da populagio do tumor,
células mutantes 380 produzidas. A maloria dessas células é eliminada, devido a
desvantagem no metabolismo ou destruigBo imunolégica, porém ocasionalments uma
das células tem vantagens seletivas adicionais com respelio 3 célula do tumer original,
bam 4 céhdas nommals, ¢ o358 mulanle oma-se a precursora de uma nova
subpopulagio predominante. A interagdo entre essas novas subpopulacles de células
formadas através da mutagio e as subpopulacdes de origem foi avaliada por BIDDISON
& PALMER (1977), utilizando céluias tumorais P-815-Y {uma variante do mastocitoma
de camundongo F-815). Esses autores observaram que, quando as células mutantes
foram coletadas a partir da cavidade peritoneal logo apds a fase de rejeigfo parcial do
tumor, essas foram menos sensivels do que as céiulas do tumor origingl a linfdcilos T
citotoxicos (CTL} presentes no exsudato peritoneal dos mesmos camundongos. Como
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hipStese, o$ aulores sugeram gque 830 pode ter ocorrido ou pelo aparecimente de
variantes estaveis que perderam antigenos ou por um fendmenoc de modiulagso. Dentro
desss mesmo aspecto, a vatiante P815-X2 fol investigada por UYTTENHOVE ef al.
{1983}, Esses investigadores demonstraram que, quando as células tumorais escapam
da eliminacio devido a rejeiclo imune, o hospedeiro ndo se apresenta imunossuprimido,
isso fol mostrado pela rejeiclo de células P-815 {lumor de origerm) injetadas nessa fase,
& gue as células emergentes { PRIS-X2) foram menos sensiveis aocs CTL guande
comparatas com as células P-815, Sugerindo dessa forma que a resisténcia nfio é
devida 2 modulac8o, pordm 4 presenca de variantes estlveis que tenham perdido
algumas das especificidades antigénicas associadas ao tumor original P-815,

MNessa mesma linha de pesquisa, AABO ef al. (1887) estudaram a interagio
celular "in vive" entre duas subpopulagbes do EAT (E1.15 e E1.95) crescendo
subcutaneaments e inlraperitoneaimente em  camundongos NOD  competentes.
Observaram gue, gquando essas células foram misturadas e  inoculadas
subcutaneamente, houve uma inibig8o do crescimento das ceélulas E1.98 (ndo
imunogénicas). Por outro lado, o crescimento de ambas as células tumorais na cavidade
peritoneal nfo demonstrou influenciar o crescimento das mesmas. Concluiram Que
essas manifestagles sic dependenies de contalo e provavelmente a resposta imune
mediada por célula T, frazidas & tona pela subpopulagdo imunogénica, fol & causa da
inibigho do crescimento da E1.85. Em seqléncia  aos estudos, AABG et al. (1989
estenderam suas observagles, acrescentando uma linhagem de céiula geneticaments
diferente (leucemia P-388) das subpopudacdes de células do EAT (E1.18 ¢ E1.85). Os
resultados obtidos apds o indcuio subcuténeso de fodas as células juntas revelaram que
as céluias £1.15 inilbem ¢ crescimento das £1.95, entretanto, ndo alteram o crescimento
das celulas P-388. issc indica que, além do contato enlre as células, & necessério a
existéncia de uma semelhanga gendtica entre as mesmas.

Pelo exposte, podemos observar que o fumores experimertais foram
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analisados sob diferentes pontos de vista, como também em diferentes condigtes. Para
tanto, esses umores tem sido mantide "in vive” - por passagens sucessivas em animais
susceptivels - e "in vitro™- através de meios de culluras ou por téchicas de congelamento.
Embora tumor de Ehrlich tenha sido analisado  sob diferentes aspectos, atualmente
posico pudemos encontrar na literatura sobre seu dessnvolvimento em relagho & vérios
constifuintes sorolégieos, o gue foi © cbietivo desse trabalho, Além disso, fol também
nosse objetive analisar 3 presenga da imunidade concomitante nesse modeio

experimental,
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MATERIAL E METODOS

4. Animais.

Foram utifizados camundongos machos da linhagem Swiss, ndo
isogénicos, pesando de 25 a 30g, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB) - UNICAMP. Durante a fase experimenial, os animais
foram mantidos no Biotério da Disciplina de Farmacologia da Faculdade de Qdontotogla
de Piracicaba/UNICAMP, recebendo ragho batanceada ¢ dgua ™ ad libitum *. Segundo os
&ad@s contidos no  cerfificade de qualidade genética-sanitdria expedido pelo
CEMIB/UNICAMP, os animais apresentavam-se livres de doengas virais e parasitdrias

especificas, enquanto mantidos no Centro de Bioterismo.

2. Tumor experimental,

O tumor utilizado como modelo experimental fol ¢ Tumor de Ehtlich
{EAT) ariginalmente descrito por EHRLICH (1806), oblido junto a Faculdade de Medicina
Veterinaria & Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Area de Paiologia Experimental e
Comparada, cedido gentiimente pele Prof Dr. José Luiz Guerra {inhagem 1-G) e
posteriorments o mesmo tumor foi oblide através da SIR WILLIAM DUNN SCHOOL OF
PATHOLOGY/! Univarsity of Oxford cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Mike G. Simpkins
{linhagem 2.3}, Originaiments as linhagens de células represertam  um
adencearcinoma mamario solado de camundongos fémeas, que cresce em vérias
linhagens desta espécie na forrma  ascitica, yuande inoculadas intraperitonealimente, ¢
na forma sdélida, guando incculadas subcutaneamente. A amostra designada linhagem
-5 estava sendo mantida pela passagem seriada a animais susceptiveis "in vivo®,

anquanto que as células perfecenies 2 linhagem 2.5 estavem sends mantidas
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congeladas em 30% (MEM 10% FCS) 8 10% DM3BO (SIMPKINGS, 1993 comunicagho
pessoal).

2. 1. Manutencao do tumor de Ehrlich,

Ambas as linhagens do twmor foram mantidas no  Laboratério da
disciplina de Microbiologia ¢ Imunologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba na
forma ascitica em camundongos S’@’QSS {item 1}, Para tanto, cerca de 0,1 mi do fluide
ascitico contendo gproximadamente 10 x 105 celulas tumorais { SUGIURA, 1885}, fol
obtido de um animal portador do tumor ascitico com 7 dias de desenvolvimento e
imediatamente  inoculade  intraperifoneaimentes em  camundongos normais. Esse
procedimento fol repetlido a cada 7 dias, durante lodoe ¢ fempo de experimentacdo
{SYKORA, 1861). Atuaimente, essas células encontram-se congeladas & -70VC, diluldas

am ghicerol na concentracho final de 5 a 1%,

2. 2. Preparo das células tumorais para inoculagao.

O preparo das celulas tumorais para inoculagdo incluiv a lavagem,
contagem, leste de viabilidade e padronizacdo das mesmas. Camundongas portadores
de tumor na sua forma ascllica, com 7 dias de desenvolvimento, foram sacrificados com
vapor de ater etilico e fixados em dectbito dorsal em superte apropriado. Apés depilagiio
¢ assepsia da parede abdominal com alcood jodado, esta fol excisada com tesowrs
cirirgica de ponta fina para a introdugdo de seringa de plastico de 1 mi, sem agutha, a
fim de retirar o fluido ascitice (Fig. 1). Esse fluido, contendo células fammais! foi
polocade am tubo de ensaic esterilizade, sendoe posteriormente fransferide 1 mi doe
mesmo para um tubo de ensaio com rosca e esleritizado, contendo 4 mi de Tampdo

PES (Tampio Fosfato-Saling) em pH 7.2 e contrifugado a 1.000 rpm dumnte 5 minutos

m



{centrifuga Alpha, mod. 1-A}l. O sobrenadante foi desprezado e o cenfrifugado (células
umorais} ressuspenso no mesmo tamplo. Esta operago fol repetida por duas vezes,
obtendo-se finalmente, a2 suspensfic padric em 5 mi de Tampfo PBS. Entretanto,
quando o fluide ascitice se apresentave hemomagico - principalimente o das amostras
obtidas da linhagem 2-8 - fol realizada lavagem prévia, com PBS até que nao
houvesse mais a presenca de hemiécias na amostrs (Fig. 2). Seguiu-se, entdo, a3
contagem e teste de viabilidade das células tumorais. Para tanto, a suspensio de células
fol dilulda 1:10, tendo como diluidor o PBS ¢ posterionmentes nova dilug8o a 1:10, fendo
como diluidor Azul de  Tripan 01%, diuide 14 em solugdo salina
(PAPPENHENHEIMER, 1817} A Brmula final pars s determinagio do numers de
células vigveis foi deduzida segunde CAMPBELL & CAMPBELL (1988), (ver apéndice).

Todo o material utilizado apresentou, via de regra, uma viabilidade
celular em tormo de 90%, ou sefa, 10% das células apresentavam coloragdo azul, o que
significava serem estas células ndio vidvels, uma vel que ¢ sistema de permeabilidade
seletiva se encontrava inativo. A concendracfo de células vigveis foi ajustada de acordo

com 0s experimentos realizados.

3. Procedimento experimental.

3. 1. Obtencéo do soro de camundongos para testes soroldgicos e

eletroforese.

Foram utilizados 240 animais da linhagem Swiss, pesando de 25 a 30g,

sendo que 180 para a inhagem 1-G e 60 para a linhagem 2-5.

Linhagem 1-0 - Os animais foram divididos em 8 grupos de 30, sendo
3 grupos experimentais, diferindo enfre si pela via de incculagfio utilizada e o volume

final inoculado, uma vez que o namere de células umorais fol o mesmo para todos os
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grupos (20 x i08 células),

Grupo A - via intraperitoneal - 0.1 ml (EAT ).

Grupo B - via subcutanea - 0,05 mi no coxim plantar do membro posterior (EAT 4-P).
Grupo C - via subcutanea - 0,05 ml na regifio dorsal (EAT4-D).

Os 3 grupos restantes representaram o controle do Grupo A (EAT4-C)
Grupo B (EAT4-PC) e Grupe C (EAT+-DC) Os grupos foram posteriormente
subdivididos em 8 subgrupos de 15 animals, sacrificados nos respectivos pericdos de 7

2 13 dias do desenvolvimento do tumor,

Linhagem 2.5 - Os animais foram divididos em 2 grupos de 30, sends
um grupo experimental incculado com 2.0 x 108 células em um volume final de 0,05 mi
no coxim plantar do membro posterior (EAT-P) e o outre grupo recebeu um indculs de
005 mé de PBS no coxim plantar do membro posterior, representande o controle (EAT -
PC}. Nio houve a obtengdio do soro dos animais apresentando a forma ascilica, devido
ao fato dos animais inoculados intraperitonsalments com essas células apresentarerm um
tempo de sobrevida curfa, em média § dias ¢ fluido ascitico allamente hemorragico,
Posteriormente esses grupos foram subdivididos em 2 grupos de 15 animais e
sacrificados nos respectives periodos de 7 e 13 dias do desenvolvimento do tumor,
Decorridos 08 perfodos, os camundongos foram anestesiados com vapor de éter etilico,
sendo que a regio ventral esquerda foi tricotomizada com posterior assepsia. Com ¢
suxilioc de uma tescura rote de ponta fina, foz-se a incisfic ng pele e, em seguida
divilsBo com uma fesoura de ponta reta rombae até localizar-se a artéria braguial, a gual
foi seccionada. Com o auxilio de pipeta Pasteur, colelou-se o volume total de sangue em
tubos, os guais foram deixadoes por um pericdo de 2 horas 4 temperalurs ambiente para
coagulacdo. Decorrido esse tempo, os tubos foram centrifugados a 16.000 rpm durante
30 segundos { microcentrifuga Incibras, mod. Spin 1), transferindo-se em seguida o soro

para novos tubos, os quais foram rotulados e estocados a -28%C.
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3. 2. Eletroforese
3. 2.1. Eletroforese em gel de agarose e Densitometria,

As amaosiras do "pool” do soro de camundongos portadores do tumor na
forma solidla EAT-P (linhagens 1«-63- e 2.5} & na forma ascitica EAT (linhagem 1-G) ¢
se#s respectivos controles, obtides nos periodos de 7 e 13 dias, foram submetidas &
tecnica de eletroforese em  agarcse segundo HJIERTEN {(1961) em tamplo
veronal/EDTA 0 08 M - pH 8.6 {ver Apéndice).

Os iragados densitométricos  foram  realizades, ufilizande-se o©

densitdmetro modelo Auto-Sacnner - Flurvis, marca HELENA LABORATORY- US A,
3.2 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

As amostras do soro obtidas dos animals inoculados com EAT linhagem
13 (EATy, EAT{-D e EAT4-F) foram submetidas & técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida- Dodecilsulfalo de Sédio (PAGE-SDS), segundo LAEMMLI (1870}, em
sistema descontinuo de tampio 0.25M de Tris e §,192M de Glicina ¢ 0,1% de SDS em
pH 83 (LAEMMLL 1970} com gel espagador 2,5% ¢ o gel separador 75%. {ver
Apéndice}.

3. 3. Anti-soros.

Soros de camundongos normais & descrilos no item 3.1, foram usados
no preparo de anfi-soro total. Coelhos pesande em média 25 Kg foram inoculados
proximo ao linfonodo (OLIVEIRA, 1975} com antigenos (soro total de camundongos). As
injecBes foram feitas com 0.5 mi de soro emulsionado em adjuvante de Freund
incompieto (15% de lanclina + 85% de Nujol) em partes iguais {(viv). Os demais anti-

soros ulilizados nos diversos testes soroldgicos foram obtidos comercialmente da WL,
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imunoquimica, codificados como: Ig de carneiro anti-Ig total de camundongo (IM:203.3):
e IgG de cameiro anti-lgG de camundongo (IM306.1 ) e soro de cabra ant-
complemento C3c (GAM/C3¢) obtide comerciaglmente da Nordic & immunology

Laboratories, Netherlands.

3. 4. Sangria, preparo e consgervagio do anti-soro.

Preliminarmente & injegfo do antigeno, foi feita uma sangria ¢ o soro de
coetho normal (8N} identificado foi, conservado em congelador (-28°C) para testes
posteriores de controle na determinago do antigeno. Iniciou-se a sangria em intervalos
de mesmo espago de tempo, para a obtengho do anti-soro (AS). Nas sangrias, foi feito
um pequeno corte longitudinal na vsia lateral da orelha do coelho, obtendo-se o sangue
(20 a 30 ml) em um becker de 80 ml. O sangue permaneceu em temperatura ambiente {
1 & 2 horas) para a coagulagio, sendo entdio transferido para tubos ¢ centrifugados a
16.000 rpm durante 30 segundos {microcentrifuga Incibras, mod. Spin 1), obtendo-se o

soro, o qual foi identificado e mantido em congetador (-28°C)

3. 5. Sorologia ou testes soroldgicos
3. 51. Determinagio do titulo do anti-soro.

Foram utilizados testes sorolégicos de dupla difusio em 4gar
(CUCHTERLONY, 1849) na determinagio do titulo do anti-soro obtido. Qs anti-soros

foram diluidos em NaCl a 0,15M, seguindo-se progresso geomatrica de razio 2,

33



3. 6. 2. Imunceletroforese,

Testes sorolégicos de imunoeletroforese segunde GRABAR &
WILLIAMS (1953), foram feitos usando-se Imunogiobutina (lg) de coelho anti-soro de
camundongo total, obtido conforme descrito no item 3.3. e 3.4. Este anti-soro foi usado
em reagdo com o soto individual e "pool” (associagio de 5 diferentes soros) do soro de
camundongos (Ag) inoculados com o tumor de Ehrlich linhagem 1-G, apresentando
crescimento ascitico (EATﬂ e solido (EAT1-P e EAT4-D) ¢ seus respectivos controles,
obtidos nos periodos de 7 e 13 dias (item 3.1.). Testes de imunoeletroforese foram
realizados utilizando-se Ig de carneiro anti-lg total de camundongo (IM: 203.3) em reagéio
com “pao}“ﬂ do soro de caﬁ'}undongos {Ag) portadores do tumor na forma solida EAT-P
{linhagens 1-G e 2-8) e na forma ascitica EAT {linhagem 1-8) & seus respectivos
controles, obtidos no periodo de 7 ¢ 13 dias {item 3.1.). A difus&o ocorreu em camara
amida por um periodo de 24 horas, seguida por lavagem em solugdo de NaCl 0,I5M sob
agitag@o constante. A secagem do gel fol realizada com papel de filtro. Posteriormente,
as laminas foram coradas com Amido-Black a 0,02%, descoradas em 4cido acético 7% e

fotografadas (ver Apéndice) .

3.5.3. Imunodifusao radial simples

Testes de imunodifusdo radial simples descrito por MANCINI et al.
(1965) foram realizades usando-se soro de cameiro anti-igG de camundongo (W.L.
imunoguimica-iM 306.1), em reagéo com "pool" do soro de camundongos portadores da
forma sblida do tumor EAT-P (linhagens 1-G e 2-3) e a forma asc¢itica EAT {linhagem 1-
3) e seus respectivos controles, obtidos no periodo de ? e 13 dias (item 3.1} {ver

Apéndice).
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3.5.4. Imunceletroforese em foguete {(Rocket),

Testes sorolégicos de eletroforese em foguete (Rocket), segundo CLARKE
& FREEMAN (1987) foram realizados usando-se soro de cabra ant-C3c do
complemento (GAM/C3) em reaco com "pool” de soro de camunddngos portadores de
tumor na forma sélida EAT-P (linhagens 1-G e 2-8) ¢ na forma ascltica EAT {linhagem 1-

G} e seus respectivos controles, obticos no periede de 13 dias {(item 3.1.) (ver Apéndice).

3.6. Monitoramento do crescimento do tumor Ehrlich jinhagens 1-G e 2.8,

na sua forma solida.

Apés as células terem sido colhidas e lavadas com PBS, foram
ajustadas para as concentragdes 1,0x 107, 1.0x 102: 10 x 103 50 x 10% 1.0 x 10%
50 x 104, 1,0 x 105, 5,0 x 10% 1,0 x 106 @ 5 x 108 células viaveis, as quais foram
utilizadas para o inéculo de 16 grupos de 10 animais, que receberam as concentragles
citadas no coxim plantar direito em um volume final de 0,05ml. Observagdes

macroscopicas foram realizadas diariamente, analisando o crescimento do tumor,

3. 7. Padronizacdo da curva de crescimento da forma sélida do tumor de

Ehrlich em camundongos.

Com o propésito de padronizar o perfll da curva de crescimento do
tumor de Ehrlich na sua forma sélida, de ambas as linhagens (1-G e 2-8), diferentes
grupos .de camundongos foram inoculados com diferantes suspensdes de células
{descrigio abaixo) do tumor ascitico de Ehrdich diluidas em solug8o salina tamponada
(PBS) em um volume final de 0,05 mi no coxim plantar do membro posterior. Cada grupo
foi composto de 5 animais identificados individualmente, procedendo-se diariamente -
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digital (Browni & Sharpe, medelo 589-571-3).

Linhagem 1-G- Grupo! -1,0 x 107células
Grupo ! -50 x 108 células
Grupo il - 2,5 x 106 células
Grupo V- 1,0 x 105 células

l.inhagem 2-8 - Grupo! -50 x 108 calulas
Grupo Il - 2.5 x 108 células
Grupo i1« 1,0 x 106 célutas

Grupo IV -50 x 10° células

3. 8. Imunidade concomitante.

Com o objetive de avaliar a capacidade de camundongos portadores
dos tumores (linhagens 1-G e 2-5) de rejeitar um segunde indculo do mesmo tumor,
foram utilizados 40 {(quarenta) animais divididos em 4 grupos de 10 (dez) animaﬂis,
sendo 2 grupos experimentais e 2 grupos controles. Dez animais pertencentes ao grupo
experimental {inhagem 1-G) foram inoculados com 3 X 108 células e outros dez animais
pertencentes ao grupo experimental (linhagem 2-8) foram inoculados com 2.8 x 108
células em um volume de 0,05mi por via subcutdnea no coxim plantar direifo do
membro posterior. Os grupos controles de ambos os experimentos com igual nimero de
animais receberam 0,05mi de PBS subcutaneamente no coxim plantar direito do
membro posterior. Apéds 12 dias do primeiro indculo (GUERRA, 1283 e DECKERS. et
al., 1873), os 4 grupos de animais receberam um segundo indculo de 1,0 x 108 células
tumorais, em volume total de 0,05m} por via subcutanea no coxim plantar do membro

posterior esquerdo. A taxa de crescimento do tumor foi avaliada diariamente durante fodo
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o periodo estudado, utllizando-se um paguimetro digital (Browni & Sharpe, modelc 5589-
571-3).

3. 8. Contagem de cromossomos.

Com o proposito de verificar o ndmero modal do tumor Ehrlich linhagens
1-G e 2-5, camundongos foram inoculados intraperitonealmente com 0,1 mi de fluido
ascitico, proveniente de carﬁundonges pottadores do tumor com 7 dias de
desenvolvimento. Apés 4 dias da inoculaglo, os animais receberam via intraperitoneal
uma dose de 0,34 mi de uma solugdio 0,008% de colchicina por 10g do peso corporal.
Apds 22 horas, os animais foram sacrificados e as amostras obtidas { ISING, 1955}, para

o preparo citoldgico e coloragédo das laminas (ver Apéndice).

3.10. Determinagdo da concentragdo de proteina fotal.

A proteina total soluvel foi determinada também usando o "pool” do soro de
camundongos inoculados com células tumorais das linhagens 1-G e 2-8& no coxim
plantar do membro posterior ¢ de animais inoculados com EAT linhagem 1-G via
intraperitoneal. Para tanto foi utilizadc a Micro-técnica do biurete (GOA, 1853}, alravés

do espectrofotdmetro marca Technicon, modelo RA 1000,

3.11. Analise histoldgica
Fragmentos da forma sélida do tumor de Ehrlich obtido do coxim plantar do
membro posterior de camundongos foram fixados em formal a 4%; desidratado em
seqllencia crescente de alcool, diafanizados com xilol e Incluides em parafina
histolégica. Mos blocos, assim obtidos, fol realizada microtomia conseguindo cortes

histoldgicos com 5 micra de espessura, 05 quais foram submetidos a colorago de rotina
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por hematoxilina ( di Carazziy e eosina {de Lison),
3.12. Analise estatistica.

As comparagles estatisticas foram feitas através de andlise de variancia

em parcelas subdivididas {(split-plot).

A comparagdo das médias foi feita através da aplicagBo do teste de Tukey,

ao nivel de 5% (VIEIRA, 1881).



Figura 1- Obtengdo do fluido ascitico, contendo as células tumorais,

Figura 2 - Sedimento do fluido ascitico apos a centrifugagao, obtido de camundongos com
EAT-linhagem 1-G, 7 dias de desenvolvimento
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RESULTADOS

Camundongos machos da linhagem Swiss ndo isogénicos, foram
inoculados com uma suspens@o padrio de células tumorais, conforme descrito em
material e métodos (item 2.2). A Fig.3 mostra os resultados obtidos apés 13 dias do
implante do tumer ascitico de Ehrlich (EAT). Pode-se verificar um aumento do volume
corporal e peso do tumor ou peso do animal portador do tumor, quando comparado ao
animal controle normal. O exame microscopico do fluido ascitico desses animais
apresentou células esféricas com nicleo volumose e com um ou mais nucléolos

progminentes (Fig. 4).

A Fig5 mostra o resultade oblido com camundonge incculado
subcutaneamente com tumor de Ehrlich na sua forma sélida, no coxim plantar de um
dos membros posteriores. Q exame macroscdpico desse {umor, apresentou uma massa
palpével, de consisténcia firme, aspecto homogéneo, coloragio branca e brithante,
faciimente destacavel das demais estruturas. O exame pela microscédpia dptica de roting
(HE) desse tumor (Fig. 6) revelou um agrupamento de células neoplasicas
arredondadas, com contornos celulares nitidos, aparentemente com pouceo c'ttaplasmé. e

com pleomorfismo celular.

1. Eletroforese
1.1. Eletroforese em agarose e densitometria,

Qs resultados obtidos pela técnica de eletroforese em agarose realizada com o
"pool do soro de camundongos inoculados com  EAT linhagens 1-G e 2-8,
apresentando 7 dias de desenvolvimento e os respectivos controles, revelaram a
presenca de 3 regides distintas: albumina, alfa-2 globulina e beta giobulina. As amostras

obtidas com 13 dias do desenvolvimento dos mesmos fumores apresentaram, além
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disso, a regido da gamaglobulina. As amostras controles desses periodos aprasentaram
as mesmas regides das amostras obtidas dos animais com tumor com 7 dias de
desenvolvimento (Figuras 7; 8;9e10). A Tabela 1 mostra a concentragio de proteina
total @ a concentragio de proteina das diferentes fragées em gramas por 100/mi das
amostras obtidas, nos periodos de 7 e 13 dias, de ambas as linhagens do EAT, e as dos
respectivos controles. As fragfes protéicas foram calculadas a partir do tragado
densitométrico (Figuras 9 e 10) e da concentragio de protelna total. A determinagic da
concentracdo de proteina tofal das amostras foi efetuada através da micro-técnica do
_ Biureto (GOA, 1953), utilizando o espectrofotémetro marca Technicon, modelo RA 1000.
Conforme exposto na Tabela 1, as concentragdes de proteina total do "pool” do soro dos
animais com 7 dias de desenvolvimento do tumor linhagens 1-G & 2-8, variaram entre
40e 440 9/100 ml. Ja os respectives controles apresentaram uma variagdo entre 4,08
e 4,40 ¢/100ml. Com relagdo aos valores das concentragfes de proteina total obtidas a
partir do "pool” do soro dos animais com 13 dias de desenvolvimento do tumor, estes
variaram entre 4,60 e 4,90 g/100ml. Uma variagdio similar foi observada nos grupos
controles (4,50 e 4 80 g/100ml). Os valores obtidos com a determinagio de proteina total
para o grupo fratato (tumor) e o grupo contrele (PBS), obtides nos periodos de 7 ¢ 13
dias do desenvolvimento do tumor, foram analisados estafisticamente. As médias dos
valores da concentragio de proteina total das amostras obtidas no sétimo dia e no
décimo terceiro dia dos grupos tratados e controles foram X = 427 & X, = 423, X =
480 e X, = 4,63 respectivamente, conforme e)kpresso na Tabela 2. Observamos gue
houve um aumenifo em percentual na concentrago de proteina total do grupo tratado em
refagdo ao grupo controle de 0,94% e de 3.687% respectivamente para as amostras
oblidas dos animais com 7 ¢ 13 dias de desenvotvimenté do tumor, como mostra a

Tabela 2.

Analisando os valores obtidos para cada fragdo protéica apresentado na

Tabela 1, observamos uma variagio entre 2,44 e 2,77 ¢/100ml na concentragfio de
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albunima no grupo de animais com 7 dias de desenvolvimento do tumor em ambas as
linhagens, porém seus controles fambém apresentaram concentragtes aparentements
com poucas diferengas de valores (2,64 a 3,09¢/100m!). No grupo de animais com
tumor de 13 dias de desenvolvimento, de ambas as linhagens, as concentragies de
albumina variaram entre 2,25 e 2,79g/100ml. J4 para os animais controle deste grupo, os
valores variaram entre 2.89 e 3,289/100mi. As médias desses valores foram de x; = 2,68
& Xz =283 ¢ de xp= 2,45 e X = 3,14 respecitivamente para as amostras obtidas nos
perfodos de 7 e 13 dias de desenvoivimento do tumor, conforme mostra a Tabela 2. O
célculo do percentual da diferenga entre as médias dos grupos tratado o controle, com
relagdo ao grupo contfrole, revelaram uma diminuiglo de 6,0% da concentragfio de
albumina nas amosiras oblidas no periodo de 7 dias. Ja nas amostras obtidas no pericdo
de 13 dias de desenvolvimento do tumor, o percentual da diferenga foi de 21,97% como
exposto na Tabela 2. Notamos, portanto, diferengas nos valores de albumina entre os
grupos de animais com tumores de 7 ¢ 13 dias de desenvolvimento. Também foram

notadas variagdes das concentracdes entre ¢ grupo controle e tratade.

As concentragbes das protelnas da fragBo alfa-2 globulina variaram entre
0,65 e 0,92g/100m! no grupo de animais com 7 dias de desenvolvimento do tumor em
ambas as linhagens, porém seus controles também apresentaram conceniragfes
aparentemente com poucas diferengas de valores ou seja 0,60 e 0,88g/100mi, No grupo
de animais com tumor de 13 dias de desenvelvimento de ambas as linhagens, a5
concentratagdes da alfa-2 globulina variaram entre 0,73 ¢ 1,25¢g/100ml. Valores variando
entre 0, 58 e 0,96g/100ml foram observados nas amostras obtidas do respective grupo
controle (Tabela 1). As médias obtidas a partir dos valores da concentraclo das
proteinas da fracdo alfa-2 foi de x¢ = 0,80 e x. = 0,74 para as amostras obtidas dos
animais com fumor de 7 dias de desenvolviemnto e de x; = 1,05 e x. = 0,80 para as
amosiras colhidas de animais com 13 dias de desenvolvimento do tumor, valores

mostrados na Tabela 2. O calculo do percentual da diferen¢a entre o grupo tralado ¢ ¢
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grupo controle, com relacfo ao grupo controle, demanstraram um aumento de 8,10% e
de 3125% na concentragdo das proteinas da fracdo alfa-2 globulina das amostras
obtidas nos perfodos de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor respectivamente. De
acords com esses valores pudemos observar um aumento na concentragio da fracdo

alfa-2 com o desenvolvimenio do tumor.

Com relagao as concentragbes das proteinas da fragao beta globulina, a Tabela 1
mostra uma variagdo entre 0,64 e 0,98g/100mi no grupo de camundongos com 7 dias de
desenvolvimento do tumor, em ambas as linhagens, e uma variago entre 0,60 e 0,88
nos animais controles. Ja vaiores variando entre 0,90 e 1,18g/100ml foram observados
no grupe de animais com tumor de 13 dias de desenvolvimento. Uma variac8io entre
0,64 ¢ 0,75 Yol verificada no grupe de animais controles deste periodo. As médias desses
valores foram de X= 0,81 e X.= 066 e dei= 1,02 e X.= 0,99 respectivamente para
as amostras obtidas nos perfodos de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor. J& os
valores obtides da diferenga entre o grupo tratado e controle, com relacio ao controle,
em percentagem, revelaram um aumento na concentragdo das proteinas da fragfo beta
globulina de 22,72% e de 47 8% respectivamente para as amostras obtidas nos periodos
de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor, como exposio na Tabela 2. Notamos,
portanto um aumento nos valores da fragdo beta globulina entre os grupos de animais
com tumores e seus controles. Também notamos um aumento na concentragfo das

ptoteinas da fragho beta globulina com o desenvolvimento do tumor.
1. 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os resultados obtidos pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE-SDS) com o soro dos camundongos da linhagem 1-G mostraram a presenca de
18 ¢ 21 bandas de protelnas para as amostras obtidos dos animais com 7 e 13 dias de
desenvolvimento do tumor, respectivamente (Figuras 11 e 12). Nos perfis das amostras

obtidas com 7 dias de tumor, foram observadas bandas menos intensas. Essas bandas
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apresentaram-se com mobilidades relativas (Rm) de 028 (linhas 1a3e 7 a 12) o de
0,88 (linhas 7 a 12), com auséncia para os controles; e uma banda de coloraghio mais
difusa e intensa com Rm 0,33 (linha 8), conforme-se pode verificar na Figura 11. Os
resuftados obtidos com as amostras de 13 dias de desenvolvimenio do tumor, cujos
perfis eletroforéticos estdo expostos na Figura 12, detectaram a presenga de 01 banda
adicional. Isso se pode observar na porgio de baixo peso melecular, ou seja com Rm
0,88, quando comparados aos controles, ¢ 2 presenga de bandas com Rm 0,11: 0,12

0,31 quando comparado com as amostras de 7 dias.

2. Testes soroldgicos.
2.1. Titulo do antissoro

Q titulo do anti-soro, obtido a partir de combinacbes homblogas, em testes
soroldgicos de dupla difusdo (QUCHTERLONY, 1848) foi de nimero 16. Esse anti-soro

foi obtido pela injegdo do soro total de camundongo em coelho.
2. 2, Imunceletroforese,

Reagdes de imunoeletroforese em agarose, com sore individual e "pool”, da
soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do tumor com 7 dias de
desenvolvimento, revelaram a presenga de 7 sisternas imunoprecipitantes. Essas
reacGes foram realizadas com soro de coelho anti-soro total de camundongo {anti-soro
obtido conforme o item 2.3 & 2.4 descrifos em material & mélodos) Resultados similares
foram obtidos com os respactivos contreles. Os resultados destas reagbes encontram-so
expressos no esquema 1. As reagdes sorolégicas do imunoeletroforess realizadas com
soro individual @ "pool* do soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do tumor
com 13 dias de desenvolvimento, usando-se o mesme anti-soro da reagdo anterior

revelaram resultados semelhantes aos obtidos com as amostras de 7 dias (esquema 2},
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Os esquemas 3 e 4 mostram os resultados obtidos nas reagSes de
imunoeletroforese em agarose. Tals reagdes foram realizadas entre 0 "pool* do soro de
camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S (obtidos nos periodos de 7 ¢ 13
dias de desenvolvimento do tumor) e o soro de carneiro anti-lg total de camundongo. Os

resultados apresentaram a formag8o de 4 sisternas de preciptagao.
2. 3. imunodifusao radial.

Os resultados obtidos com o emprego da técnica de imunodifus&o radial
entre o “pool” do soro de camundongos, portadores do EAT linhagens 1-G e 2-S em
reaciio com IgG de cameiro anti-lgG de camundongo, demonstraram diferencas nos
halos de precipitagdo, quando comparados (Fig. 13). A Tabela 3 mostra as medidas do
didmetro dos anéis de precipitago formados ao redor de cada orificio (Jocal de aplicagio
das amostras). Esses dados mostraram valores de 3,0, 3,7 € 3,7 mm (linhas 2; 3; ) para
as amostras dos animais portadores do tumor de 7 dias. J& valores da crdem de 40,
5.0, 5,0 mm (linhas 8, 10 e 12), foram obtidas para as amostras dos animais portadores
do tumor com 13 dias de desenvolvimento. Esses valores demonstraram que houve um

aumente nos halos de precipitacéo durante 0 desenvolvimento do tumor.
2. 4. Imunoceletroforese em foguete.

Os resuitados obtidos através da técnica de elefroforese em foguete com
"pool” do soro de camundongos, portadores do EAT linhagens 1-G ¢ 2-5 com 13 dias de
desenvolvimento em reag@o com soro de cabra anti-complemento C3c (GAM/IC3c),
mostraram diferencas no pico eletroforético, quando comparados. Uma diminuig&o mais
acentuada desse componente foi observada no soro dos animais inoculados com  EAT

linhagem 2-8, quando comparado com o controle (Fig. 14).



3. Monitoramento do crescimento do tumor na sua forma sdélida linhagens 1-G e
2-8.

Os resultados obtidos das observagbes realizadas diariamente apos o
indculo de diferentes concentragdes de células tumorais, conforme descerito em material
¢ metodos item 3.8, encontram-se na Tabela 4. Os dados revelaram que para a
finhagem 1-G a concentraglic de células necessaria para desenvolver o tumor em
100% dos animais receptores foi de 1,0 x 108 células e de 5,0 x 105 celulas para a

linhagem 2-5, inocufado em um volume final de 0,05ml.

4. Padronizagao da curva de crescimento da forma solida do tumor de Ehrlich em

" camundongos.

O teste de Tukey, referente aos dados obtidos no experimento utilizande g
linhagem 1-G apresentados na Tabela §, demonstrou que nfo houve diferenca
significativa enfre os grupos no fempo zero, indicando uma homogeneidade entre os
mesmos. A comparagdo dos dados obfidos pelo teste de Tukey nos grupos, depols do
tempo zero, revelou que os grupoes | e il apresentaram diferenga significativa, a nivel de
5%, no segundo dia de mensuragio com os grupos il e IV, Diferenga significativa foi

observada a partir do quinto dia de desenvolvimento do tumor para o grupo lll e IV,

Por outro lado, os resultados obtidos do teste de Tukey, realizado para

cada grupo, demoenstraram que:
Grupo |- apresentou um crescimento com taxas varidveis;

Grupe | - apreseniou um crescimento exponencial até o quaro dia, com diferenca
significativa entre os dias de medidas, passando posteriorments a um

crescimento moderado, ndo apresentando diferenga significativa entre os
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dias consecutivos;

Grupe [l - apresentou um crescimento moderado até o terceiro dia de desenvolvimento,
uma vez que o tests de Tukey demonstrou ndo haver diferenga significante
entre os dias consecutivos até esta data. Posteriormente passou a ter um
crescimento exponencial, apresentando diferenga significativa entre os dias

consecutivos;

Grupo IV - nao apresentou diferenca significativa entre as medidas realizadas
diariamente. Entretanto, relacionande o tempo zero com os demais,

chserva-se diferenga siginificativa a partir do terceiro dia do experimento.

Esses dados estc demonstrados na Figura 15, a qual expressa o
incremento em retagio 4 média inicial (Tabela 5) da espessura (mm) da parte central do

coxim plantar do membro posterior de camundongos com EAT (Linhagem 1-G).

Resultados semelhantes ao da linhagem 1-G foram obtidos entre 05 grupos
no tempo zero de experimentacfc para a linhagem 2.5, demonstrando uma
homogeneidade entre os grupos utilizades para o estudo, o que pode ser observado na

Tabela 8.

Os resultados do teste de Tukey realizado para a linhagem 2-8 revelaram
que - apds o tempo zero - o grupo | apresenta diferenga signficativa, a nivel de 5%,
guando comparado com o5 demais grupos. O mesmo ocorrel com o grupo i, em relagdo
aos grupos M e IV, enfretanto, a diferenca significativa inicia no segundo dia de
experimentacdo. Resultados semelhantes foram obfidos entre os grupos lll e IV, mas a

diferenga significativa no crescimento s6 foi observada a partir do quinto dia.
Qs testes de Tukey, aplicados para s grupos, demonstraram gue:

Grupo | - apresentou um crescimento com taxas varidveis.



Grupo Il - apresenta um crescimento exponencial até o quarte dia, passando em sSeguida
para um crescimento moderado, porque o teste de Tukey mostra diferenga

significativa 56 no periddo inicial.

Grupo i - apresenta um crescimento moderado nos trés primeiros dias iniciais.
Posteriormente  demonstrou um crescimento exponencial, o que foi

confirmado pelo teste de Tukey.

Grupo IV - apresenta resultados semethantes aos do Grupo Hll, entretanto, diferenca

significativa so foi observada a partir do quarto dia de experimentacio,

A Figura 16 mostra estes dados através do incremento em relagéo & média
inicial (Tab. 6) da espessura {mm) da parte central do coxim plantar do membro posterior

de camundongos com EAT (linhagem 2-S) .

Os dados obtidos nestas medidas, apresentados na Tabela 5
e 6, foram submetidos a analise de variancia. Verificou-se que existe diferenca entre as
médias dos grupos, entre as médias de dias consecutivos de medida e existe interag@o
entre grupos & dias, isto é, o crescimento no periodo nfo 4 igual para fodos os grupos.

Os resultados da analise de variancia encontram-se no Apéndice (Tabelas 10 ¢ 11).

5. imunidade concomitante.

Qs experimentos foram realizados conforme descrifo em material e
métodos (item 3.8.). Os dados contidos na Tabela 7 mostram as variagbes do aumento
de espessura do coxim plantar de camundongos sensibiiizados e reestimulados com
células do EAT {inhagem 1-G}), apos o décimo segundo dia de desenvolvimento do
indcufo primario e o respectivo controle, Os resultados do teste de Tukey demonstraram
que nao houve diferenga significativa entre o grupo experimental e o grupe conticle no
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tempe zero, indicando uma homogeneidade entre os mesmos. Estatisticamente ndo
houve diferenca significativa entre o grupo experimental e o controle, durante todo o
periodo estudado, também n#o se observou variag&o ao longo do tempo decorrido apds
a inoculagdo. Entretanto, um aumento discreto de espessura foi observado em ambos
0s grupos (experimental e controle). Isto ocorreu a partir do segundo dia, guando o
aumento na espessura foi significantemente maior do que no infcio do experimento,
conforme demonstra a Figura 17, a qual mostra o incremento em relagdo a média inicial
(Tab. 7) da espessura {(mm) da parte cen{rai do coxim plantar do membro posterior de
camundongos reinoculados apés o décimo segunde dia de estimulo inicial na pata
esquerda com 10 x 108 células/ 0,05mi. As Figuras 19 ¢ 20 mostram,
respectivamente,o aspecto macroscopio da pata do camundongo reinoculado e do

respectivo controle.

A Tabela & mostra as variagbfes de espessura do coxim plantar de
camundongos sensibilizados e reinoculados com células do EAT (linhagem 2-8), apés o

décimo segundo dia do desenvolvimento do indculo primdrio ¢ respective controle.

Resultados semelhantes ao da linhagem 1-G foram obtidos no tempo zero
de experimenta¢lo, indicando uma homogeneidade entre os animais utilizados, Os
testes estatisticos demonstraram uma diferenga significativa, a partir do quinto dia do
desenvolvimento do tumor entre os grupoes experimental e o grupo controle. Por cutre
lado, os resultados estatisticos mostram que no grupo experimental néo houve variagéo
ao longo do tempo decorrido apés a inoculagdo, entretanto, um crescimento significativo
do tumor no grupe confrole foi obssrvado entre os 4° e 5° dias, e entre ¢ 5° e 6% dias de
desenvolvimento, conforme mostra a Figura 18, a qual expressa o incremento em relagso
& média inicial (Tab. 8) da espessura (mm) da parte central do coxim plantar do membro
posterior de camundongos reinoculados apés o décimo segundo do estimuio inicial na

pata esquerda com 1,0 X 108 células/0,05ml. As Figuras 21 e 22 mostram,
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respectivamente, o aspecto macroscépico da pata do camundongo reincculado e do

respectivo controle.

Os dados contidos nas Tabelas 7 e 8 foram submetidos & analise de
variancia. Verificou-se ndo haver dife'reng:a significante entre as médias de grupos e
entre as médias de dias de medida. Também ndo se observou interegio entre grupos e
dias, isto &, ¢ crescimento n&_periodo apresenta ser igual para todos os grupos. Os

dados da analise de variancia encontram-se no Apéndice (Tabelas 12 e 13).

6. Numero de cromossomos.

Conforme descrito em material e métodos, com o objelivo de caracterizar o
numere de cromossomos mais comuns das linhagens tumorais utilizadas, designado
nimero modal {o qual representa a principal linha de célula propagande o tumor)
procedeu-se 4 contagem dos cromossomos. A Tabela 8 mostra os resultades obtidos
apds a contagem de 115 célutas para a linhagem 1-G e 150 ceélulas para a linhagem
2-S. As analises das Figuras 23 e 24, revelaram que o nimero modal foi de 62 ¢ 78

cromossomos respectivamente, para as linhagens 1-G e 2-8

Morfologicamente fol possivel reconhecer a presenga de estruturas novas
em ambas as lnhagens uflilizadas no presente estudo. Os principais tipos de

cromossomos hovos foram: metacéntricos (Figuras 25 e 26).
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Figura 3 - Camundongos da linhagem Swiss, ndo isogénicos.

: a) Camundongo normal, b)
camundongo com tumor de Ehrlich linhagem 1-G - 13 dias de desenvoivimento.
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Figura 4 - Fotomicrografia de preparacio a fresco do fluido ascitico de camundongo
portador do EAT linhagem 1-G com 7 dias de desenvolvimento, a - células.
Aumento 660x.
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Figura § - Camundongo da linhagem Swiss, nio isogénico portador do Tumor de Ehrlich
Linhagem 1-G na sua forma sélida no coxim plantar de um dos membros
posteriores.

Vit

-

Figura 6 - Fotomicrografia de corte histologico do coxim plantar de camundongos inoculados
com células do tumor de Erhlich linhagem 1-G com 7 dias de evolugio.
Coloragio H.E.. Aumento 160x.
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose, com o "pool" do soro de camundongos
portadores do EAT linhagens 1-G e 2-S com 7 dias de desenvolvimento.

Amostras 1) EAT-C; 2) EATy ; 3) EAT-PC; 4) EAT-P; 5) EAT,-PC e 6)
EAT;-P.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose, com o "pool" do soro de camundongos
portadores EAT linhagens 1-G e 2-S com 13 dias de desenvolvimento. Amostras
1) EAT{-C; 2) EAT ; 3) EAT{-PC; 4) EAT{-P; §) EAT,-PC e 6) EAT,-P.
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Figura 9- Tragados densitométricos das eletroforeses das amostras do soro de camundongos
imoculades com EAT finhagens 1-G e 2-8 vom 7 dias de desenvolvimento ¢ os

respectives controles.

A-EAT-Ce EAT
B-EAT-PCe EAT-P
C - EATz«PC e EAT»-P
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Figura 10- Tragados densitométricos das eietroforeses das amostras do soio  de
camundonges inoculados com EAT linhagens 1-G ¢ 2-S com 13 dias de
desenvolvimento e os respectivos controles.

A-EAT{-CeEAT 4
B - EAT;-PC ¢ EATy-P
C - EAT,-PC e EAT)-P
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Tahela 1- Concentracdes em g/100mi das fragdes proteicas e da proteina total do
"pool” do soro de camundongos portadores do EAT linhagens 1-G e 2-8
e dos respectivos controles, obtidos nos periodos de 7 e 13 dias do

desenvoivimento do tumor.

THRATADO CONTROLE
Linhagens / Amostras | EATqy EAT4P EATe-P | EAT4-C EAT(-PC EAT2-PC

Dias Proteipas | 1
Albumina | 2,44 2,77 2,77 12,64 2,76 3,08
1-Ge2-8 | Alfa-2 globulina | 0,92 0,85 8483 088 0,76 0,80
7 dias Beta-giobulina | 0,64 0,98 0,80 0,88 0,48 0,614
Proteina total 14,00 4,40 440 1440 4,00 4,30
Albumina 2,25 2,45 2,79 13,26 2,89 3,28
1-Ge2-8 | Alfa-2 giobulina | 1,25 1,17 073 1086 0,96 0,58
13 dias | Beta globulina | 0,80 0,99 1,18 0,68 0,75 0,84
Gamaglobulina | 0,20 6,29 0,20 10,00 (3,00 0,00
Proteinatotal (480 480 480 480 4,60 4,50
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Tabela 2- Média (X} e percentual da concentragic de proteina total e das
concentractes das fragGes protéicas, obtidas dos camundongos
inoculados com EAT linhagens 1-G e 28 com 7 e 13 dias do
desenvolvimento do tumor

[ TRATADO CONTROLE ~ PERCENTUAL
Linhigens/ Proteinas J Média (Xy) Média (X} (%)
Dias

Albumina 2686 2,83 8,00
1.6 e2-§ | Alfa-2 globulina 0,80 0,74 8,10
7 dias Beta globulina 8,81 0,86 22,72
Proteina totai 4,27 423 0.94
Albumina 2,50 3,14 21,87
1-G e 2-8 | Aifa-2 gicbulina 1,06 0,80 31,25
13 dias | Beta globulina 1,02 0,65 47,80
Proteina Total 480 4,63 3,67
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Figera 11- Perfil eletroforético e diagrama esquemitico do soro individual e "pool' do soro de camundongos portadores do
EAT linhagem 1-G, com 7 dias de desenvolvimento. 1) "pool" EAT{-C; 2) "pool" EAT;-DC; 3) "pool” EAT;-PC;
4) "pool" EATy ; 5 e 6) soro individual EATy; 7) "'pool” EAT-D; 8 e 9) soro individual do EATy, 10) "pool”
EAT{-P e 11 e 12) soro individual EAT-P.
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Figura 12- Perfil eletroforético e diagrama esquemdtico do soro individual e "pool" do soro de camundongos portadores do
EAT linhagem 1-G, com 13 dias de desenvolvimento. 1) "'pool" EAT{-C; 2) "'pool” EA:I}-DC; 3) "pool" EA'I"'I—PCli
4) "pool" EAT{ ; 5 e 6) soro individual EATy; 7) "pool" EAT;-D; 8 e 9) soro individual do EATy, 10) "pool
EAT{-P e 11 e 12) soro individual EAT{-P.
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Esquema 1 - Reagdes de imunoeletroforese em agarose a 1,5% (Barbital) com soro individual
e "pool"do soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do EAT com 7
dias de desenvolvimento. As - Ig de coelho anti-soro de camundongo total e
antigeno, I) "pool"EAT{-C; II) "pool" EATy; III) soro individual EAT{-C;
IV) soro individual EATy; V) "pool"EAT(-DC; VI) "pool"EAT-D; VII)
soro individual EAT{-DC; VIII) soro indivudual EAT{-D; IX) "pool"EAT{-
PC; X) "pool"EATI1-P; XI) soro individual EAT{-PC e XII) soro individual
EAT{-P.
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Esquema 2 -Reagoes de imunoeletroforese emn agarose a 1,5% (Barbital) com soro individual
¢ "pool" do soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do EAT com
13 dias de desenvolvimento. As - Ig de coelho antl-soro de camundongo total e
antigeno, I} "pool"EAT{-C; II) "pool” EATy; 11D soro individual EAT-C;
1V) soro individual EATy; V) "pool"EAT-DC; VI "pool"EAT;-D; VID
soro individual EAT1-DC; Vi) sore indivadual EAT{-D; IX) "pool"EAT-
PC; X) "pool"EATL-P; XI) soro Individual EAT-PC ¢ X13) soro individual
EAT(-P.
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Esquema 3 - Reagdes de imunoeletroforese em agarose a 1,5% (Barbital) com "pool" do
soro de camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S do EAT com 7 dias
de desenvolvimento. As - Ig de carneiro anti-Ig total de camundongo e
antigenos. I) "pool"EAT{-C; II) "pool" EATy; III) "pool"EAT(-DC; 1V)
"pool"EAT-D; V) "pool"EAT{-PC; VI) "pool"EAT-P; VII) "pool" EAT>-
PC e VIII) "pool"EAT,-P.
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Esquema 4 - Reagles de hmunoeletroforese em agarose a 1,5% {Barbital) com "pool' do
soro camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-8 do EAT com 13 dias
de desenvolvimento. As - Ig de carneiro anti-Ig total de camundongo ¢
antigenos, -I) "pool"EAT-C; II) "peol” EATy; 11T} “pool"EAT-DC; IV)
"pool"EAT-D; V) "'pool"EAT -PC; VI) "poetEAT-P; VII) "pool' EAT,-

PC e VIII) "pool”"EATy-P.
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Figura 13 - Reagdes de imunodifusfio radial em agarose a 1,5% (Barbital) com "pool” do
soro de camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S do EAT com 7 e 13
dias de desenvolvimento. As - IgG de carneiro anti-IgG de camundongo (Im:
306.1) e antigenos 1) '"pool'’EAT(-C; 2) "pool" EATy; 3) "pool"EAT{-P; 4)
"pool"EAT-PC; 5) "pool" EAT,-PC e 6) "pool"EAT2-P; 7) "pool"EAT -
C; 8) "pool" EATy; 9) "pool"EAT(-PC; 10) "pool"EAT{-P; 11) "pool”
EAT,-PC e 12) "pool"EAT,-P.
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Taheia 3 - Diametro em mm dos anéis de precipitagio formados devida a reacéo
do soro de carneiro anti-igG de camundongo com ¢ "pool” do soro de
camundongos inoculados com o tumor de Ehrlich linhagens 1-G e 2-8,

nos periodos de 7 e 13 dias, e os controles.

R e — e
Linhagens/ TRATADO | CONTROLE
dias Amosiras Didmetro |] Amostras Didmetro
1-Ge2-S EATY 30 EAT4-C T 25
7 dias EAT{-P 3,7 EAT4-PC 20
EATo-P 37 EAT5-PC 2,5
________ ! - N
1-G e 2-S L EATH 40 EAT 15
13 dias EAT4-P 50 EAT4-P 15
EATo-P 50 EAT2-PC 3.2
] - N
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Figura 14 - Reacgbes de Imunoeletroforese em foguete (Rocket) em agarose a 1%
(Tris/Barbital) com soro de camundongos portadores do EAT-linhagens 1-G
e 2-S com 13 dias de desenvolvimento. As. soro de cabra anti-complemento
C3c e antigenos 1) "pool”EAT{-C; 2) "pool" EATY{; 3) "pool”"EAT{-PC; 4)
"pool""EAT {-P; 5) "pool" EAT,-PC e 6) ""pool"EAT,-P.
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Tabela 4- Efeito do nimero de células do tumor linhagens 1-G e 2-8 inoculadas
sobre a porcentagem do crescimento do tumor,

Linhagens | Nimere de Namero de célulasi,08mi | Crescimento do tumor
animais solido em %
10 50 x 10° 100
10 1.0 x 106 160
10 50 x 109 90
1.3 10 1,0 x 40° 90
10 | 50 x 104 50
10 g 1,0 x 104 50
10 50 x 0% 40
10 1,0 x 103 30
10 50 x 10° 0
o 10 1,0 x 108 100
10 50 x 109 100
10 1.0 x 409 80
10 50 x 104 80
2.8 10 10 x 104 70
10 5 50 x 109 - 50
10 5 10 x 409 40
10 I 50 x 102 30
10 | 1.0 x 102 10
10 1,0 x 40! 0
|
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Tabela § - Medidas de espessura e respectivas médias, em mm da parte central
do coxim plantar de camundongos inoculados com EAT linhagem 1-G,
em fungdo do nimero de células inoculadas e dias da inoculagéo.

n. células | dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8
ingculadas Animal

1 328 4285 467 512 545 611 645 683 658

Grupao | 2 322 443 447 507 543 505 40 677 7.02

10x407 3 3.26 418 448 54T 5468 571 687 691 745

4 330 440 4.3% 506 528 563 580 615 6.33

5 328 398 415 466 500 5139 593 B48 642

Media 3,27 444 443 502 534 577 627 656 678

1 343 378 388 436 456 549 524 540 5.78

Grupo !l z 346 436 480 545 585 578 600 620 639

50 x 408 3 343 400 423 484 437 540 533 547 580

4 326 350 444 430 448 499 536 587 575

5 342 387 438 470 528 543 562 589 500

Media 3,21 388 431 489 507 530 551 573 594

1 3.30 340 378 380 4.07 434 481 475 5239

Grupo Wl 2 206 341 282 405 451 486 544 523 588

25x 108 3 340 345 339 354 372 3850 440 425 447

4 324 334 360 388 416 446 4.74 488 510

5 300 227 336 363 405 447 491 492 520

Media 3,42 331 385 378 440 443 476 48 519

1 228 351 343 358 480 400 425 437 480

2 3.45 341 332 339 338 373 397 410 439

Grupo iV 3 342 346 351 370 399 420 438 463 497

1,0 105 4 304 324 3.27 353 369 385 403 434 465

8 333 355 363 385 406 431 450 478 500

Media 3,18 344 343 381 382 402 4,23 445 478
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Figura 15, Padronizagdo da curva de crescimento da forma solida do tumor de
Ehrlich em camundongos inoculados com EAT linhagem 1-6, em
fungao do numero de células inoculadas e ¢ias da inoculagac.

Grupo t - 1,0. 107 células Grupo 11l - 2,5 . 100 células
Grupo 11 - 5,0. 100 células Grupo 1V - 1,0. 108 céiulas



Tabela 6 - Medidas de espessura e respectivas médias, em mm, da parte central
do coxim plantar de camundongos inoculados com EAT linhagem 2-5
em fungaoc do niimero de células inoculadas e dias da inogulacio,

n. célutas | dias | 0 4 2 3 4 5 8 7 8
inoculadas Animal
1 307 466 474 499 3555 603 616 64F 692
2 3.03 441 461 524 568 587 604 628 556
Grupo | 3 330 446 456 500 539 588 601 613 679
50x 406 4 333 535 551 555 571 626 $50 531 746
5 307 432 458 501 555 601 642 662 7.08
Média 316 452 480 516 558 601 623 680 638
! 306 330 354 432 467 488 509 531 582
Grupo §t 2 3.07 349 380 427 473 508 8§23 539 599
2,5 % 108 3 298 330 369 423 474 482 510 529 559
4 2.42 340 370 4142 447 489 481 545 546
5 286 338 388 400 4867 501 523 565 5.00
Media 304 337 3872 449 486 492 541 535 577
1 290 320 338 370 400 435 479 514 535
2 300 336 349 373 435 476 517 580 593
Grupo il 3 270 258 305 341 400 426 440 478 500
1,0 x 10° 4 287 322 336 349 360 414 468 5145 554
5 340 3149 343 355 397 445 483 542 584
Mddia 2,93 318 §34 358 398 439 477 522 5§55
1 293 322 330 342 387 405 445 486 534
2 3.00 3140 331 347 376 4.08 424 468 5140
Grupo tV 3 346 329 333 352 383 421 478 506 5.30
5,0 x 109 4 300 323 327 357 380 400 428 487 528
5 289 3.09 314 335 351 379 407 4356 4T9
Media 300 349 327 347 37% 402 436 478 516
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Figura 16. Padronizagdo da curva de crescimento da forma sotida do tumor de

Ehrlich em camundongos inoculados com LEAT linhagem 2-S, em
funcaoe do nGmero de células inpculadas e dias da inoculagio.

Grupo 111 = 1,0 . 105 células
Grupo 1V - 5.0 100 células

Grupo | - 5,0. 108 células
Grupo [ - 2.5 . 106 celulas



Tabela 7 - Medidas de espessura e respectivas médias, em mm da parte central
do coxim plantar de camundongos reinoculados com 1,0 x 108 células
do EAT linhagem 1-G, em fungio do nimero de células e dias da
inoculagao.

GRUPO dia 4 1 2 3 4 5 6 7 &
Animal

340 343 360 385 388 436 438 454 4.70
297 321 340 355 383 414 4147 438 470
308 336 338 345 3.63 382 404 443 422
3.31 343 338 355 360 2466 384 387 380
319 347 331 37T 385 409 423 442 481
3148 34558 358 378 408 420 452 467 4.82
308 329 344 309 340 320 344 3185 340
328 348 355 370 38T 397 440 429 448
293 343 348 377 393 446 487 §.02 517
318 380 372 4068 432 462 5BO6 526 5HAE

te
[ g o e RS I R O S

Média 314 342 345 3656 381 405 424 437 451

3.22 350 358 389 4142 445 468 493 518
320 384 380 37 392 422 441 481 434
253 349 337 338 349 386 186 396 400
323 338 347 363 360 389 416 444 472
335 372 343 377 418 423 445 488 4.0
324 334 338 3851 374 443 450 467 491
312 343 332 355 364 372 395 413 4.3
320 345 3383 353 3689 381 401 419 449
320 344 348 381 418 455 477 495 513
286 327 3837 355 397 410 458 487 479

-
D o o~k B B G R =

Média 347 3,45 345 3,62 385 409 433 452 470

GRUPO t: grupo experimental { segundo indculo - pata esquerda }1,0 x 108 células
inoculadas.

GRUPQ II: grupo controle {segundo inéculo - pata esquerda } 1,0 x 108 células
inoculadas.
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Figura 17, Curva de crescimento da forma solida do tumor de Ehrlich em
camundonges reinoculados com EAT linhagem 1-G, em fungdo do
numero de células inoculadas e dias da inoculagag,

Grupo 1 - Grupo reinocuiado na pata esquerda com 1,0 106 células

Grupo 1l - Grupo controle inoculado na pata esquerda com 1,0 106
célutas
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Tabela § - Medidas de espessura e respectivas medias, em mm da parte central
do coxim plantar de camundongos reinoculados com 1,0 x 108 células
EAT linhagem 2-S, em fungio do numero de células inoculadas e dias da
inoculagao.

GRURFQ dia ] & 2 3 4 5 & 7 B
Animat

2326 369 376 383 431 463 488 508 827
204 334 241 242 341 374 404 4080 498
323 318 318 326 339 327 347 384 381
327 387 A8 38t 403 4452 462 484 508
332 356 370 361 366 362 382 370 378
283 330 316 355 369 3473 430 472 A4
347 343 373 69 36T 396 404 438 476
333 375 381 425 478 824 048 682 618
309 381 360 38t 387 438 482 487 442
328 3658 3.5 385 357 4148 400 430 4560

-
€ W) OF ~3 O U4 S 2 MY -2

Média 318 3581 354 368 384 413 430 458 483

327 345 328 434 357 433 528 534 540
341 349 354 344 349 385 378 284 30
343 362 369 393 409 486 D504 522 540
329 385 383 420 456 547 845 §I7 6.03
340 332 346 357 402 466 485 &1 H.33
297 324 320 385 4143 431 467 481 §1s
3143 352 365 376 421 4685 606 523 3840
320 359 386 384 419 4%3 538 548 561
340 370 3455 383 430 474 344 578 842
321 358 340 367 385 432 501 522 H43

e
U~k BN b N -

Meédia 3,22 3851 353 372 405 4,59 489 519 538

GRUPO {: grupo experimental (segundo inéculo - pata esquerda) 1,0 x 108 células
inoculadas,

GRUPO I grupo experimental {segundo indculo - pata esquerda) 1,0 x 1 08 células
inoculadas.
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Figura 18, Curva de crescimento da forma sélida do tumor de Ehriich em

camundongos reinocutados com EAT linhagem 2-5, em fungdo do
numero de células inoculadas e dias da inoculacio.

Grupo |- Grupo reinoculado na pata esquerda com 1,0 106 células

Grupo 11 - Grupo controle inoculado na pata esquerda com 1.0, 106
células
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Iigura 19 - Camundongo inoculados com EAT linhagem 1-G. Pata esquerda, tumor de 7
dias de desenvolvimento; pata direita, tumor com 19 dias de desenvolvimento

Figura 20 - Camundongo inoculado com EAT linhagem 1-G. Pata esquerda, tumor com 7
dias de desenvolvimento, animal controle.



Figura 21 - Camundongo inoculado com EAT linhagem 2-S. Pata esquerda, tumor com 7
dias de desenvolvimento; pata direita, tumor com 19 dias de
desenvolvimento.

Figura 22 - Camundongo inoculado com EAT linhagem 2-S. Pata esquerda, tumor com 7
dias de desenvolvimento, animal controle.
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Tabela 9 Numero de cromossomos do tumor de Ehrtich Hnhagens 1-G e 2-5.

Numero de células Numero de cromossomos
linhagem 1-G linhagem 2-5 Hnhagem 1-6 linhagem 2-3

! | 35 51

] i 37 oo

i Z 49 33

1 ! 51 54
1 i 52 55
4 ] 54 57
1 i ) &0
& ] K1 61
) i 57 62
? 1 58 63
1 i 29 54
5 1 &0 N
g 2 &1 )
29 ! 62 68
14 1 63 &3
14 1 64 70
S ) 65 71
7 Z 66 72
1 7 67 73
i 6 £8 74
1 19 70 75
2 12 71 76
; 20 78 77

i 29 82 78

] {7 109 79

1 6 114 80
2 81

] 83

1 84

i 88

2 249

} 91

f 113

1 120

Tolal 116 153

Moda 62 78

79



& 4
» 20r
E ,
Lo L
ﬂ L
-~ 15 F
)
B ]
P
i
[1:4] F
u k

%%T% A

- (8 Moo
mmmgw\ammwm

Cromossomos, numero

Figura 23, Histograma da fregiéncia do numero de cromossomos das células do
EAT linhagem 1-6.
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Figuara 25 - Fotomicrografia dptica dos cromossomos do EAT linhagem 1-G. Coloragdo de
orcéina acética 2%, fotogriafado em imersido com filtro verde IFF 550. (—
cromossomos metacentricos). Aumento 1000x.

Figura 26 - Fotomicrografia optica dos cromossomos do EAT-inhagem 2-S. Coloragdo de
orcéina acética a 2%, fotrografado em imersdo com filtro verde IF 550. (—
cromossomo metacéntrico). Aumento 1000x.
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DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos com o emprege das diferentes metodologias
@ previamente apresentados, pudemos verificar por exemplo, no estudo em gque se
utiizou a técnica de eletroforese em agarose, gque o soro dos animais portadores de
tumores com 7 dias de desenvolvimento, bem como o soro dos animais controles - 7 e
13 dias -, apresentaram 3 regides ditintas: albumina, alfa-2 e beta globulina. Por outro
lado, os animais apresentando tumores é:om 13 dias de desenvolvimento mostraram,
alem disso, a fracdo das gamaglobulinas (Fig. 7 a 10). Auséncia de anticorpos
circulantes em animais portadores de EAT foi observado por THUNOLD (1868,
utiizando a técnica de imunofiuorescéncia indireta. Por outro lado, os testes de
aglutinagdo mista e consumo de antiglobulina realizados por este autor, mostraram a
presenca de globulinas na superficie das células tumorais. ROBIMNS, em 1875 avaliando
a cinética da resposta de anticorpes circulantes para a forma sélida o ascitica do
hepatoma D23, através de testes de imunofluorescéncia de membrana, chservou
reagdes positivas a partir do terceiro dia de impiante das células tumc;rais para ambas as
formas. Entretanto, os animais portadores da forma solida do tumor deixaram de
apresentar anticorpos circulantes, quando esses se tornaram palpéveis, sugerindo a
absorgfo dos anticorpos pelas células da massa tumoral, uma vez gque anticorpos
ligados & superficie das células tumorais na forma ascitica foram observados. Embora 05
padrdes eletroforéticos obtidos por nés mostrassem que os animais portadores de
tumores com 7 dias de desenvolvimento apresenfaram auséncia de anticorpos
circulantes {Fig. 7 a 10), os resuitados oblidos com tumor de 13 dias de
desenvolvimento, demonstraram a presenga da fragéo ga-magiabu[ina, Um aspecto a
ser considerado, é o fato dos animais utilizadoes neste experimenio serem oriundos do
Cantra de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Neste
Centro a técnica de manejo ¢ o controle sanitario utllizado, previnem a contanimagéo
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desses animais por uma ampla variedade de virus e parasitoses. Isto pode contribuir
naturaimente para a presenca de uma baixa concentraglio das proteinas da fragdo
gamaglobulina. Desta forma, ¢ possivel que a técnica ulilizada pdoc demonstre
sensibilidade suficiente para detectar a presenca de gamagicbulinas nos animais
controles, bem como nos animais porfadores de tumores com 7 dias de desenvolvimento
e, provavelmente, com o decotrer do desenvolvimento do tumor houve um aumento das
proteinas dessa fragfe, permitindo dessa forma, sua delecgdo. Contudo, nde podemos
descartar a possibilidade de ter ocorrido désnaturag:éo das proteinas durante o processo
de congelamento e descongelamento, uma vez gue padrées eletroforéticos do soro de
camundongos e ratos normals, apresentando 5 regides distintas: albumina; aifa-1; alfa-2:
beta e gamagiobulinas foram observados por GLEASON & FRIEDBERG (1853);
CAMPBELL etal, (1958) e PIROSKY & OISGOLD (1961,).

As concentra¢es protéicas obtidas para as diferentes fragdes do soro dos
animals portadores do EAT linhagens 1-G e 2-8 com 7 ¢ 13 dias de desenvolvimento
(Tak. 1 e 2) revelaram uma diminuigdo nos nivels de albumina e um aumento nos niveis
das alfa-Z e beta globulina. Resuitados semelhantes da diminuigéo na concentragéo de
albumina foram também obtidos por GLEASON & FRIEDBERG (1853), analisando
através da técnica de eletroforese de papel de filtro, o soro de camundongos C3H
portadores do carcinoma mamario esponténeo. CAMPBELL et al. (1959) observaram
que os soros dos animais portadores de fumor induzide por metilcolantreno
apresentaram mais protelnas da mobilidade das alfa giobulinas, quando comparados
com o soro dos animais normais. Padrdes eletroforéticos semelhantes também foram
obtidos com o soro de individuos cancerasos, onde se verificou uma diminuicde na
concentracie de albumina ¢ um aumento nas concentrag;éeé das fragdes alfa-1 ¢ alfa-2
glcbulinas, bem como das fragdes beta e gamaglobulinas (MIDER et al, 1980). Os
resiuliados obtidos em nosso trabalho sugerem que os animais porfadores do EAT
linhagens 1-G e 2-S apresentaram uma hipoalbuminemia e, de modo geral,
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desses animais por uma ampla varledade de virus e parasitoses. lsto pode contribuir
naturaimente para a presenga de uma baixa concentragdo das proteinas da fragio
gamaglobulina, Desta forma, é possivel que a técnica utilizada nic demonstre
sensibilidade suficiente para detectar a presenga de gamaglobulinas nos animais
controles, bem como nos animais portadores de tumores com 7 dias de desenvolvimento
g, provavelmente, com o decotrer do desenvolvimento do tumor houve um aumento das
proteinas dessa fraglio, permitindo dessa forma, sua detecgfio. Contudo, nio podemos
descartar a possibilidade de ter ocorrido desnaturag#io das protelnas durante o processo
de cange!afnenm e descongelamento, uma vez que padries eletroforéticos do soro de
camundongos e ratos normais, apresentando 5 regides distintas: atbumina; alfa-1; affa-2;
beta e gamaglobulinas foram observados por GLEASON & FRIEDBERG (1853);
CAMPBELL et al. (1859) e PIROSKY & QISGOLD (1861,).

As concentracbes proteicas oblidas para as diferentes fragbes do soro dos
animals portadores do EAT linhagens 1-G e 2-5 com 7 ¢ 13 dias de desenvolvimento
{Tab. 1 e 2} revelaram uma diminuig8io nos niveis de albumina e um aumento nos niveis
das alfa-2 e beta globulina. Resultados semelthantes da diminuigdo na concentragdo de
albumina foram também obtidos por GLEASON & FRIEDBERG {(1953), analisandoe
através da técnica de elefroforese de papel de fillro, o soro de camundongos G3H
portadores do carcinoma mamério espontdnso, CAMPBELL ot al. (1859) observaram
que os soros dos animais portadores de tumor induzide por metiicolantrens
apresentaram mais proteinas da mobilidade das alfa globulinas, quando comparados
com o soro dos animais normais. Padies eletroforéticos semethantes também foram
obfidos com o soro de individuos cancerosos, onde se verificou uma diminuigio na
concentracdo de albumina e um aumento nas concentrac;.&e's das fragdes alfa-1 e alfa-2
giobulinas, bem como das fra¢gdes beta e gamagiobulinas (MIDER et al,, 1880). Cs
resultados obtidos em nosso trabatho sugerem que os animais porladores do EAT
linhagens 1-G e 2-85 apresentaram uma hipoalbuminemia e, de modo geral,
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ani_mais foram inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-8 por essa técnica. No entanto,
deve ser levado em conta o fato dessa técnica ser mais qualitativa do que gquantitativa
detectando, dessa forma, soments alterages marcantes, tais como perda significativa de
proteinas ou auséncia das mesmas 0 que, provavelmente, foi um fator importante nos
resultados obtidos. Contudo, a presenca do tumor promove alteragdes nas proteinas
séricas dos camundongos conforme se pode observar nas Tab. 1e 2 e Fig. 11 ¢ 12.

Os resultados obtidos nos testes sorolégicos de imunodifusio radial, pelos
quais se procurou detectar as concentragdes de IgG no sore de camundongos
incculados com  EAT linhagens 1-G e 2-5 com 7 e 13 dias de desenvolvimento,
revelaram uma elevag8o na concentraclo de IgG, com ¢ desenvolvimento do tumeor
(Tab. 3). KANEKO et al. (1975}, avaliando o nimero de células produtoras de anticerpos
anti-EAT, no baco de camundongoes portadores do tumor sélide, observaram uma
intensificag&o da resposta imune durante o desenvolvimento do tumor. Essa se  iniciou
no sexto dia apds ¢ indeulo inicial, atingindo um méximo ao redor do décimo quinto dia.
Segundo LANGONE et al. (1978), as classes de anticorpos citotdxicos, produzidoes apés
imun'izagaa de coelhos com dois hepatomas { induzido por distilnitrosanina)
antigenicamente distintos, foram 1gG e IgM para o tumor designado linhagem 1 e 3
imunizacdo com a linhagem de tumor 10 produziu somente IgG. Os dados obtidos em
nossas investigagdes sugerem que as células do EAT linhagens 1-G & 2-5 foram
capazes de induzir a formagfio de uma resposta imune nos camundongos, dentre as
quais destacamos a sintese de IgG.

Tendo em vista 0 aumento na concentraco de IgG nos animais portadores do
EAT finhagens 1-G e 2-S e considerando o falo dessa Ig ter a capacidade de ativar ¢
complemento & que resolvemos investigar os niveis do -componente C3e afravés do
emprego da técnica de elefroforese em foguete. Os resuliados demonstraram uma leve
diminuicdo no pico eletroforético do componente C3¢ no soro dos animais portadores da
linhagem 1-G tanto na forma sélida quanto na forma ascilica e uma diminuigdo mais
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acentuada foi observada no soro dos animais portadores da linhagem 2-S {Fig. 14).
BELLELLI & SEZZ! (1976), avaliando a participagho do componente C3 na rejeiglo
imunoldgica dos tumores experimentais, relataram que os animais imunizados contra
ceiulas tumorais de Letcemia L1210 e do tumer de Ehrlich desenvolveram os tumores
quando reestimulados com as respectivas células tumorais, apés o tratamento com o
fator de veneno de cobra. Os autores sugerindo, desta forma, que o C3 estsd envolvido
na rejeicac dos tumores considerados experimentais. Segundo PORTA et al, (1978), os
estudos das variagbes funcionais na atividade do complemento, realizados logo apés ao
enxerto das céliulas do carcinoma ascitico de Ehrlich, demonstraram que ¢ soro desses
animais perderam a capacidade de mediar imuncaderéncia, devido 3 diminuigsio na
concentragio do C3b ¢ C3d. Esses resultados levaram os autores a conclufrem que o
complemente ¢ consumido durante a resposta inflamatéria, a qual acompanha o
crescimento do tumor. Os resultados obtidos em nossa pesquisa sugerem que o
componente C3 do complemento participa de uma resposta imunolégica contra as
células tumorais do EAT linhagens 1-G e 2-S. Os resuitados obtidos com o soro dos
animais portadores do EAT com 7 dias de desenwvoivimento ndo foram mostradoes, pois
tivemos dificuldades em obter uma reprodutibilidade dos testes, Contudo, hg indicagbes
de que ocorra uma diminuigdo nos niveis do componente C3 do complements nesse
estadio de desenvolvimento do fumor.

Com referéncia ao comportamento proliferativo das células tumorais
linhagens 1-G e 2-5, os resuitados obtidos a partir dos estudos de monitoramento do
crescimento do tumor na forma sdlida demonstraram existir uma relaglio direta entre o
namere de eélulas inoculadas e a porcentagem de animais apresentande o
desenvolvimento do tumor (Tab. 5). Esse compcrtamentd também fol descrito para o
desenvolvimento do tumor de Ehrich na sua forma ascilica (SUGIURA, 1965). As
concentracdes minimas necessérias para o desenvolvimento do tumor em 100% dos
receptores incculados foi de 1,0 x 108 célutas para a linhagem 1-G e de 50 x 109
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células para a linhagem 2-5, quande noculado em um volume final de 0,05ml. Nessas
quantidades, indicios de crescimento do tumor foram verificados a parir do terceiro dia
apds o indculo das células tumorais, nos camundongos portadores de ambas as
linhagens. Com rela¢lio as quantidades inferiores de células inoculadas, o cresciments
do tumor foi observado iniciar-se vérios dias apos o inéculo, alcangando até mesmo um
periode de latdénecia de 15 dias ou mais nos casos em que foram inoculadas as
concentragdes de 1,0 x 10% célufas e 1,0 x 102 células em um volume final de 0,05 mi
respectivamente para as linhagens 1-;{3 e 2-5. Os resultados obtidos dessas
observagbdes sugerem que o tumor de Ehrlich linhagem 2-S é mais proliferative do que o
tumor pertecente & linhagem 1-G, Observamos também gue o crescimento das células
tumorais de ambas as linhagens fol continuo. Além disso, o periodo compreendido entre
a inoculagio das células tumorais ¢ o infcio do crescimento exponsncial dessa neoplasia
fescape) é inversamente proporcional 2 concentragdo do indoulo utilizade. Desse modo
observamos que o crescimento do tumor nos animais do grupe | e I de ambas as
linhagens tumorais {Fig. 15 e 16) demonstrou um escape a partir do primeiro dia de
evoluclo tumoral. Com relagéo aos animais do grupo #l de ambas as linhagens ¢ do
grupo IV da linhagem 1-G o escape ocorreu ao redor do terceiro dia, apéds o implante
inicial, porém nos animais do grupo IV linhagem 2-8 o escape fol observade apds o
quarto dia de evolugdo do tumor, O perfil da curva de crescimento do EAT pa forma
sélida oblido por GUERKEA em 1983, onde o escape das celulas neoplasicas foi
observado a partir do quinto dia do implante, difere dos resultados aqui apresentados,
embora o mesmo modelo experimental EAT linhagem 1-G e metlodologia tenham sido
empregades. Inicialmente, pelos nossos resultados, pode-se sugerir, que o aumento
exponencial do tumor na fase inicial do desenvolvimento paz;a ogrupoleli (Fig. 15 ¢ 16}
de ambas as linhagens tumorais, tenha ocorrido devido a um processo inflamatdrio
provocado pele trauma do inéculo, uma vez que um aumento de espessura da pata dos
animais coniroles foi observado. Entretanto, uma condic@o normal da pata dos animals
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controles foi observado um dia apés o indeulo do PBS. Assim , uma segunda sugestio &
gque esse aumento tenha ocorrido devido ao préprio desenvolimento das células
neoplasicas, embora dados histolégicos néio tenham sido realizados neste estudo.

Nos estudos realizados por DECKERS, et al. (1973), avaliandeo ¢ efeito do
tamanho do tumor sob o desenvolvimento da imunidade concomitanite em camundongos
pottadores de fibrogsarcoma, induzide por metilcolantrens, fol demonstrade que a
rejeicdio do segundeo indculo ocorreu 14 dias apoés o fransplante inicial. Resultados
similares foram obtidos por CHANDRADASA (1973), utilizando deis sarcomas murinos
(MC23 o MC26; - induzido por metilcolantreno-. Os resultados obtidos por este autor,
revelaram que o pico da resisténcia antitumor, ocorreu entre ¢ 10 ¢ 14 dia apés o
implante dos tumores. O autor constatou também, que ocorreu uma perda maior que
50% da resisténcia antitumor, guando a reinoculagdo das células fol realizada uma
semana depois. Relatos semethantes foram descritos por GUERRA (1883), estudando a
imunidade concomitante relacionada com o tumor de Ehrlich. Em seus estudos, este
autor observou que a resisténcia ao segundo indcule aumentou gradativaments,
atingindo um pico 12 dia apds o indculo inicial. Embora o perfode entre o indoulo
priméario e a reestimulagdo, utilizado neste ftrabalho tenham side similares aos
empregados por DECKERS, &f al. (1973); CHANDRADASA, (1873) ¢ GUERRA (1883},
nossos resultades demeonstraram que os animais portadores do EAT de ambas as
finhagens n&o foram capazes de impedir o desenvolvimento do segundo indculs quando
administrado 12 dias ap6s o implante do tumor priméario {Fig. 17 & 18). Um aspecio
importante a ser considerado, com relagdo a imunidade concomitants, ¢ o fate da
imunidade especifica ao tumor desenvolver-se durante o crescimento do mesmo.
Entretanto, a mesma é perdida, quando o tumor adquire urfz determinado tamanho. Esse
fato tem sido observado nos mais diferentes modelos de neoplasia; leucemia linféide P-
388 leucemia linfoide B, adenocarcinoma mamdrio, carcinoma do puimfo Lewis, entre
outros (CHANDRADASA, 1973; DECEKERS et al, 1973, DECKERS ef al, 1976;
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GORELIK, 1983; RUGGIERQ of al., 1985). Esse fato foi também evidenciado no
modeto de imunidade semi-concomitante, uma vez gue a inibicdo do crescimento das
células tumorais re-estimuladas apés a excisdo do tumor, mostrou depender do espago
de tempo entre o indculo primario e a excisdo, sendo gue esse intervalo de tempo vatia
com ¢ famanho do inbdeulo inicial { GERSHON et al, 1971). Perda da transferéncia de
imunidade ativa a receptores normais, através de células de periténeo e de bago
provenientes de animais portadores de tumores, também foi observada (BARK! &
YOUN, 1968 ¢ DECKERS et al., 1871). Assim, nfio podemos afirmar que ambos os
modelos experimentais utilizados no presente trabalho perderam a capacidade de
induzir uma resisténcia ao segundo inéculo. Provavelmente o indculo priméatio tenha
alcangado um tamanho critico, uma vez que foi observado um crescimento exponencial
no inicio do desenvolvimento do mesmo, deprimindo a resisténcia dos animais.

A contagem cromossémica demonstrou que ambas as linhagens do
EAT utilizadas no presente estudo sfio constifuidas por uma populagfio de células
heterogéneas. Esses resultados estdo de acorde com uma série de estudos efetuados
com o3 tumores asciticos (HAUSCHKA, 1953, HAUSCHKA & LEVAN, 1853; SACHS &
GALLILY, 1955 ¢ LEVAN, 19568). As Figuras 18 e 19 mosiram o histograma de
frequéncia do numero cromossémico  das linhagens estudadas, 1-G e 2-8,
respectivamente. Podemos observar que ¢ ntimero modal da linhagem 1-G fol de 82
cromossomos e de 78 cromossomos para a linhagem 2-8. Considerando que o tumor de
Ehilich & uma neoplasia experimental ndo especifica, isto &, cresce em varias linhagens
de camundongos (KALLIS, 1861 e SUGIURA, 1985), os resultados aqui obtidos,
mostram concordéancia com os estudos realizados por HAUSCHKA (1853); SACHS &
GALLILY (1955) e LEVAN (1856) relacionando o nt}rﬁero de cromossomos ¢ a
especificidade do hospedeire. Desses estudos, conclui-se que os fumores com humercs
cromossdémicos préximos ao tetrapléide desenvolvem-se e fevam & morte hospedeiros
de diferentes linhagens. Entretanto, os tumores préximos ao nlmero de cromossomos
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dipléidge regridem, quando inoculados em hospedeiros diferentes dagueles onde o tumeor
se originou ( HAUSCHKA, 1953; HAUSCHKA & LEVAN, 1953; SACHS & GALLILY,
1955 e LEVAN, 1956). Conforme relatos na literatura, os camundongos apresentam um
ntmero cromossdmico equivatente a 2n=40 e sfo todos teloséntricos (acrocéntrices) na
sua constituigdo morfolégica (HAUSCHKA, 1953; KAZIWARA, 1854; LEVAN, 1958 ¢
HAUSCHKA & LEVAN, 1958). Nesse aspecto, a linhagem 1-G apresenta um nimero
cromossdmico tripléide (3n), provavelmente em consequéncia de disttrbios de anafases
secundérias, tais como nfo disjunglo, atraso ou ocorréncia de cromossomos duplicados
devido 4 fusdo huclear, fuso celjular (TIMONEN, 1850; HAUSCHKA & LEVAN, 1853 ¢
LEVAN, 1956). A linhagem 2-8 apresentou um numere préximo ao tetrapldide (4n),
como resullado de uma provave! fissfo cénfrica ou mecanismos que envolvem
rearranjos ou aberrapdes numéricas que geram um aumento no numero cromossémico
da célula. Tais rearranjos cromossomicos proporcionam o aparecimento de novas formas
morfoldgicas (cromossemos metacéniricos), fate esse por nds evidenciade, conforme
mostra & Figura 20 ¢ 21 . Esses resullados estiic de acordo com varios estudos
realizados com tumores asciticos de camundongos (KAZIWARA, 1854; TJIO & LEVAN,
1956 ¢ HAUSCHKA & LEVAN, 1858).

Segundo LEVAN & BIESELE (1958) as alteragles no meis de
manutengdo de uma populacdo de células helerogéneas, através de um processo de
seleclo, serd conduzida a uma adaptagdo genética ao novo ambiente. Tal fato fol
observado com relagdo &s células tumorais da linbagem 2-5 quando comparadoas com
o numero modal das células cedidas pelo Prof. Dr. Mike G. Simpikins (comunicagéc
pessoal). Os resultados das anélises ¢itolégicas por nds obtidos mostraram um cariétipo
2n=78_ variando de 51 a 120 (Tab. 10}, enquanto as cé!uiaé pedids pelo Prof. Dr.Mike G.
Simpikins apresentavam um cariélipo de 2n= 78 com uma variagdo de 71 a 94 quando
congeladas em 90% (MEM 10% FCS) e 10% de DMSO. Resultados semelthantes de
alteragéo no humero cromossdmico foram observados por ISING (1955), transferindo o
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tumor de Ehrlich com um ntmero modal de cromossomos variando de 78 a 80 para
“hamster” o gual passou a apresentar como linha precursora células com 76
cromossomos. Os resultados por nds obtidos sugerem que a alteragho no meio de
manutengdo das células tumorais da linhagem 2-S induziu uma alteracfo no nimero
cromossdmico em resposta a uma adaptaclio ao seu nove ambiente.

Neste trabalho, o conjunto de informagdes obtidos e apresentados, mostra
que, embo_ra as células tumorais do EAT-linhagens 1-G e 2-S e que vem sendo mantidas
por muites anos, promovem alteragdes nas protelnas séricas do animal hospedeiro, e
mantém suas caracteristicas imunogénicas, A linhagem 1-G, mostrou ter aumentado
sua capacidade proliferativa em relag8o aos resultados de Guerra {1883). A imunidade
concomitante, porém, n&o foi detectada dentro dos periedos de tempo ¢ numero de
célutas agqui empregados. Em relagfio & isso, outros estudos poderiam ser realizados
empregando-se novos perfodos de tempo e diferentes numeros de celulas por indoulo,
podendo assim contribuir para a confirmaglo ou néo da presenga desse tipo de
imunidade neste modelo experimental atualments. Qulros estudos ainda poderiam ser
realizados analisando os mecanismos imunclégicos de escape do tumor, uma vez qgue a

presenca de uma resposta imune foi observada.
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CONCLUSOES

O conjunto de dados aqui apresentados, no modeslo experimental utilizado,

permitem nos concluir que:

1. O desenvolvimento das céiulas tumorais das linhagens 1-G e 2-8 utilizadas alteram as
concentragfes das proteinas séricas - albumina, fragbes affa-2, bsta-globulinas,

complemento & IgG.

2. O implante das células tumorais da linhagen 1-G na cavidade peritoneal e no coxim
plantar, bem como ¢ implante das células tumorais linhagem 2-S no coxim plantar,

induzem a formag8o de uma resposta imune especifica contra as mesmas.

3. O crescimento de ambas as linhagens tumorais na sua forma sélida dependem do
nimero de células inoculadas, sendo que para a linhagem 1-G a quantidads de
céiulas necessarias para dessenvolver fumores em todos os animalis foide 1,0 x 106

células/0,05ml; enquanto que para a linhagem 2-S foi de 5,0 x 10° ¢élulas/0,05ml.

4, As células tumorais pertencentes a linhagem 2-S s&o mais proliferativas do gue as

células tumorais pertencentes a linhagem 1-G.

5. As linhagens tumorais 1-G e 2-8 estudadas nas condigles experimentais realizadas,
riao desenvolveram um estado de imunidade concomitants, gquando inccuiadas em

camundongos.

8. As contagens cromossdmicas indicaram que as células tumorais das linhagens 1-G

e 2-8 representam clones diferentes de células do tumor de Ehrlich.
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RESUMO

Aspectos imunolbgicos de camundongos portadores do tumor de Ehrlich,
linhagens 1-G e 2-5, foram avaliados através do emprego de técnicas de eletroforese. O
soro dos animais utilizados nos testes fol colhidos nos perlodos de 7 e 13 dias apés a
inoculagio de 2.0 x 106 célutas tumorais da linhagem 1-G na cavidade peritoneal e da
mesma concentracho de células das linhagens 1-G ou 2-8 no coxim plantar de
camundogos. C fenémenc de imunidade concomitante relacionado a esse tipo de tumor
fo investig_:ada reinoculando-se 05 camundongos no coxim plantar esquerde 12 dias
apos o implante do tumer primério {coxim plantar direito), com uma concentracho de
1.0 x 105 células tumorais das linhagens 1-G ou 2-3. Os resultados da sletroforese em
agarose do soro de camundongos inoculados com as células tumorais das linhagens
1-G & 2-S mostraram uma diminuigdo na concentragfio de albuminag e um aumento nas
concentragdes das fragles de alfa-2 e beta globulina. Usando-se a fécnica de gel de
poliactilamida, ¢ perfil eletroforético do soro de camundongos inoculados com células
tumorais da linhagem 1-G revelou & ocorréneia de proteinas com Rm 0,88 apds 7 dias
de desenvolvimento do tumor. Soro de animais com 13 dias de desenvolvimenio .da
tumor, maostrou a presenga de bandas protéicas com Rm 0,11, 0,12 ¢ 0,31. Com ¢
desenvolvimento do tumor, uma elevagédo na concentraco de igG & uma diminuigdo do
complemente foram observados através da imunodifus@o radial e eletroforese em
foguete, respectivamente. O crescimento das células tumorais das linhagens 1-G e
2-8, na forma solida, demonstrou um desenvolvimento continue e dependente do
nimerp de células inoculadas. As células tumorais 2-8 demonstraram ser mais
proliferativas, uma vez que o inoculo de 5,0 x 10° células promoveu o crescimento do
tumor em 100% dos camundongos, enquanic que resultados semefhantes somente
foram conseguidos apés o indculo de 1,0 x 108 células da linhagem 1-G. As medidas da

espessira da pata, revelaram que ¢ desenvolvimento do tumor de Ehrlich, na forma
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s¢lida, apresentou um crescimento exponencial inicial, quando as concentragdes de 1,0
x 107 @ 50 x 108 células da linhagem 1-G ¢ 25x 108 & 1,0 x 108 células da finhagem
2-§ foram inoculadas. Concentragdes infericres de células apresentaram um
crescimento inicial moderado. Camundongos portadores do tumor de Ehilich, linhagens
1-G ou 2.5, testados para imunidade concomitante, demonstraram nfio serem capazes
de rejeitar um segundo indculo das mesmas células doze dias apds o indculo primario,
Com relagBo ao numero de cromossomos, as andlises citolégicas revelaram que as
linhagens 1-G e 2-8 representam diferentes clones das células do tumor de Ehylich, com

urm nimero modal de 62 e 78 cromossomos, respectivaments.
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ABSTRACT

Immunolegical aspects of mice bearing Ehrlich's carcinoma, lines 1-G and
2-5, were evaluated by using electrophoresis technics. The serum was coliected 7 and
13 days after the inoculation of 2.0 x 108 tumor cells, fine 1-G, in the peritoneal cavity
and the same concentration of tumor cells, lines 1-G and 2-S, in the footpad. The
concomitant immunity phenomenon was investigated by reinoculating 1.0 x 108 of sithoer
1-G or 2-3 tumor cells 12 days after the implant of the primary tumor, Electrophoresis in
agarose showed that both cell types induced a decrease of albumin and an increase of
alpha 2 and beta globulins levels. Using polyacrilamide gel clectrophoresis the serum of
mice inoculated with tumor cells line 1-G revealed proteins bands with Rm 0.88 at 7 and
13 days of tumor development. After 13 days of fumor growth the serum also showed the
presence of proteins bands with Rm 0.11, 0.12 and 0.31. The increase of lgG levels with
tumor development and a decrease in complement levels were observed in radial
immunodiffusion and rocket electrophoresis respectively. The growth of turner cells, lines
1-G and 2-8, in solid form, was continuous and dose dependent. The 2-8 tumor cells
were more invasive, since the inoculation of 5.0 x 105 cells promoted 7100% of growth,
while to achieve similar results with 1-G it was necessary the inocculation of 1.0 108
cells. The measurement of the degree of swelling of the footpad, when 1.0x 107 and 5.0
x 108 cells of 1-G line were inoculated, revealed an exponencial growth in the begining
of tumor development. Lower concentrations of cells showed only moderate growth. Mice
with Ehrlich's fumor either, from lines 1.G or 2-9, tested for concomitant immunity, did
not reject a second inoculum of the same cells 12 days afler the first inoculum. The
cytological analysis showed that 1-G and 2-8 lines represent diferent clones of Ehrlich’s

carcinoma, displaying a modal number of 62 and 78 cromosomes respectively.
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APENDICE

1. Obtencdo da concentragdo padrio das amostras utilizadas, através do uso da

cédmara de Newbauer, segunde CAMPBELL & CAMPBRELL {1986).

A contagem fol fella em camara de Newbauer, levando-se em conta os
quadrades externos correspondentes & contagem de leucécitos. As células coradas em
azul foram consideradas nfio viaveis (denctando estar inativo o seu sistema de
permeabilidade seletiva) sendo portanto, desprezadas. A formula final para a

determinacio do nimero de células vidveis seguiu-se de acordo com o esquema abaixo.
N. cels. da suspensdo= n. cels. contadas x fator final

il

sendo que:
Fator final = fator de profundidade x fator de diluicdo
area contada

onde:
Fator de profundidade = 10
Fator de diluigdo =100
area contada =4
mimn para mi. =1000
assim:

Fator final w2 0K 10° células por mi
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2.Eletroforese.
2.1. Eletroforese em gel de agarose.

A eletroforese fol realizada em placas de agarose Celmge! (Comercial
CELM;}, onde foram aplicados com ¢ auxilic do aplicador CELMEGEM 0,8 microlitros do
soro no filme de agarose. A corrida eletroforética foi feita ulilizande o tampfo
Veronal/EDTA 0,05M - pH 8.6 e processou-se g {emperatura ambiente, durante 30
minutos em cuba apropriada modeto Corning a 80 volts. constante. Ao término da corrida
a placa fol seca em estufa a 45°C. por 24 horas ¢ em seguida corada em amido black

2% e posteriormente descorada em &cido acético 10%.

2.1.1. Solugdo tampao.

Dietilbarbiturate de s6di0 ..o 10,30g
Acido Etilenodiaminotetraacetico (EDTA)..c..cwcvvanns 0,355
AQUR Q.8.D o vrerereernrenessssssrissssssenssessenesenensens 1 000,000

2.1.2. Solugo corante..
AdO-BIACK. ..o s 0,028
Acido acttico 7%.....cccommemircrrrinrisn s 100,00
2.1.3. Solugfio descorante.

ACHIO BCBHEO (WV).oeo oo arcrnsr s oo 7%

2.2, Eletroforese em gel de poliacrilamida.

A técnica de eletroforese em gel de poliacritamida-Duodecil sulfato de

sodic (PAGE-SDS), foi feita segundo LAEMMLI (1970}, em sistema descontinuo de
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taffipdo 0,025M ¢ TRIS ¢ 0,192M de Glicina e 0,1% de SDS em pH 8.3 (LAEMMLI,
19703 com gel separador 2,5% e o gel espagador 7,5%.

Aproximadamente 15 microliros de sore diluido 1/17 em solugéo
fisiolégica foram solubilizados em mistura dissociante descrito por LAEMMLUI {1970}, As
proteinas foram dissociadas em imersio em dgua 2 100°C por 3 minufos, A eletroforese
(PAGE-SDS), processou-se em temperatura ambiente a 100 volts em corrente constante
de 20 mA, até que o marcador {Bromofeno! Blue) atingisse ¢ final do gel. Apos a corrida,
o gel foi removido da placa e corade em Coomassie Biue-250 0,1% por 2 horas. A

lavagerm (descoloragio) do ge! foi feita usando-se soluglo descorante.

2.2.1. Solugbes astoqus.

(A) B
HCHE (TN) 48,00 mi HCIE (1N) 48,00 mi
Tris 3880 g Tris 588 g
Temed 0,23 mi Temed 0,48 mi
agua .. p. 1000,00 mi agua q.5.p. 100,00 ml
pH 8.9 pH 5.7
(© (0}
Acrilamida 2800 g Acritamida 1000 g
Bis-Acrilamida 080 g Bis-acrilamida 250 g
agua 100,00 mi agua 104,00 mi
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Riboflavina
agua

(E) (F)
400 ¢ Persulfato de K

01686 ¢

100,00 mi Agua 100,00 mi

2.2.2. Solugho Tamp&o para Corrida (10x).

GHEINA. oo e 28,800
AGUB. oo rsecee e eeeres e neneseecsnneenenenenne 1 000,00l

2.2.3. Solugio corante.

Coomassie Blue G-2580 ..., 0,10g

M aII0] e r e aas 25 00ml

AQUE Q8.0 coricneriniiniernrrencor e orasnesssassassasensasneeess 100,00mi

2.2.4. Solugao para Descoloragho e Estogue do Gel.

82 vt a T OSSN 25,00mi
ACHIO BOBHEO oo eeere i eeresen s et renresenssssesreseans 7.0ml

AGUR G180 v 100,00mi
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3. Testes sorologicos

3.1, Imunoeietroforese,

Testes sorolégicos de imunoeletroforese com soro de coelho antilg de
camundongo total, obtido conforme descrito no material método {item 3.3. ¢ 3.4) em
reagdo com o soro individual e "pool' de camundongos (Antigenos) submetido ao
carcinoma de Ehvlichiinha 1-G, apresentando crescimento ascitico (EATq) e sélido
(EAT1-P e EAT4.D) e seus respectivos controles, obtidos nos perfedos de 7 ¢ 13 dias e
testes de imuncelstroforese com g de carneiro anti-lg total de camundonge (WL,
imunogquimica IM: 203.3), em reaglo com “pool’ de soro de camundongo (Antlgeno)
portando tumor na forma sélida EAT-P (linhas 1-G e 2-8) e na forma ascitica EAT (linha
1-G) e seus respectivos controles, obtidos nos perfodos de 7 e 13 dias. Ambos os festes
foram realizados em agarose 2 1,5% em tampio Barbital pH 8.6 a 0,04M (GRABAR &
WILLIAMAS, 15853).

Aproximadamente 20 microlitros de soro {(Antigeno} diluide 1/5 em
solucéo fisiologica foram submetidos a imunoceletroforese com 100 microlitros de anti-
soro { soro de coelho anti-lg de camundongo total e soro de carneiro anli-lg totat de

camundongo-IM:103).

A imunoeletroforese fol realizada em cuba de eietgefarese apropriada
contendo Tampéo Barbital pH 8.6 a 0,04M a 10mA por {amina por um pertodo de 80
minutos, onde procedeu-se a separacio eletroforética do antigeno. Ac término da
corrida, adicionou-se 100 microlitros de anti-soro comercial ou 100 microlitros de anti-
soro produzido no laboratério (item 3.3. @ 3.4, na canaleta central, para a segunda
etapa da reago. A secagem do gel foi realizada com papel de filtro. Posteriormente, as

laminas foram coradas com Amido-Black 0,02% e descoradas em écido acético 7%.
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3.4.1. Gel de agarose 1,5%.
AGATOSE Lo s e e 1,50¢
Tampéo Barbital pH 88 0,04M........cooeiin 100,00mi.

3.1.2. Solugdo Tampéo para corrida.

AZIdA SOICA ..o 20g.
Acido dietilbarbiturico ..........coroiooererreee e see e 1.60g.
Dietilbarbiturato ée SOAICO i B, 240
AQUE Q.S cvnrreeeereseonriss s svensssvenes s 1 000,00m1

3.1.3. Soluglo corante e doscorante, veritem 2.1.2 ¢ 2.1.3.

3.2, Imunodifusao radial simples.

Testes de imunodifus8o radial simples foram realizados em agarose a 1%
com tampfo Barbital pH 8.6 & 0,04M (CRABAR & WILLIAMAS, 1953}, com "paol” de
soro de camundongos (AgQ) portando tumor na forma sélida EAT-P (linhas 1-G ¢ 2-8) e

na forma ascitica EAT (linha 2-5) e seus respectivos confroles. (item 3.1.),

Aproximadamente 250 microlitros de Ig de cameiro anti-igG de
camundengo (W L. Imunoguimica IM; 306.1) foram adicionadoes a 15m! de agarose 1.5%
(mantida em B.M. a 55°C), na proporg&o de 16 microlitros de anti-soro/cm? de agarose,
distribulda em l@mina de 100 x 100 mm. Posteriormente a adi¢ao de 20 microlitro do
antigeno diluido 1/4 nos orificos a placa permaneceu difundindo em camara Gmida por
um periodo de 48 horas, seguido de lavagem com solucdo de NaCl 0,15M sob agitacio

branda e constante. A secagemn do gel! foi realizada com papel filtro a T.A, vu a 37°C ou



de forma direta com secador. Posteriormente o gel foi corado em amido black, & em

seguida descorado (ver preparo da agarose e do tampdo item 3.1.1. & 3.1.2, ¢ solucdo

corante e descorante ifem 2.1.2. € 2.1.3).

3.3, Eletroforese em foguete {Rocket).

Testes de eletroforese em foguete com anti-soro anti-complemenio C3c
{(Nordic & Imunology GAM/C3c) foram realizados em agarose a 1% com tampfio
Tris/Barbitone pH 8.6 a 0,49 M_ (LAURELL, 1966) em reagfo com sérc de camundongos
portadores de tumor na forma sélida EAT-P (linhas 1-G e 2-8) e na forma ascitica EAT
{linha 1-43) e seus respectivos controles, obtidos conforme descrito no material e método

{item 3.1},

Aproximadamente 150 microlitros de anti-soro anti-complemento C3¢ de
camundongo, foram adicionados a 15ml de agarose 1% (mantida em B.M, a 350C ), na
proporcdo de 10 microlitros de sorofem? de agarose, distribuido am 1aminas de 100 X
100 mm, usande-se moldura (frame) apropriado. Posteriormente & adicso de 20
microlitro das amostras diluldas 1/30 em Tamp#o Tris/Barbilone pH B.6 a 0,48M, estas
permaneceram no aparelho de elstroforese sob resfriamento. A eletroferese permaneceu
"over-night" em tampao Tris/Barbitone pH 8.6 ajustando-se o potencial gradiente no gel
de 1.5 - 2.0 voltsiem?2, utiiizamda—se voltimetro adequado. Ag término da eletroforess,
submeteu-se o gel & pressBo ou lavagem com salina a 0,15M, procedendo-se
postetiormente a secagem direta com secador ou com papel filtro a T.A. ou a 37°C. Apés
48 horas o gel foi corade em "Coomasie Biue” em seguida descorado. (Ver preparo de

substancias abaixo).
3.2.1. Gel de agarose 1%.
AGATOSR .o cveevrir e erceracerrresranssssersnrasssans srassonsssvsnss s 10 g

Tampio Tris/Barbitons ..o 100,00m!
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3.2.2. Tampao para corrida.

LR s 11

Barbitone (&cido dietilbarbiturato) .........cc.coe..........22,40g.
Lactato de célcio

AZida S0dICa ..o §,000

AGUAR G.S.D. coecorieeeeriveeeereeoenssrrenreesee e eeenr. 1000,00m,
. 2 RO U ORI U RIUTUTT 86
Diluir 1 + 4 antes do uso.

3.2.3. Solugao corante.

Coomassie Brithante Blue..........o o 3.00g.
Etanol 96% ..o e 450,00m.
ACIHO BEOLIEO .v..cocvirs e renens 100,00mi,
AGURL..cooorirseeiee et ceesess st 450,00mi.

3.2.4. Solugdo descorante, ver ftem 2.1.3.

7. Preparo citologico da amostra e coloragdo das laminas para contagem dos

CTOMOssomos,

O volume ascitico total obtido do animal fol {fransferido para wbos de
centrifuga e estes foram centrifugadas a2 900 r.p.m. por 5 minutos (¢entrifuga Excelsa
BAB Y). Em seguida, ao sedimento total foi adicionado 1 mi de sclugdo  hipotbnica de

KCI (0,075M & 37°C) e apds ressuspender lentamente, adicionou-se mais 5 mi
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permanecendo em repouso por 10 minutos. Em seguida centrifugou-se novaments e o
sobrenadante foi fixado com metanol e 4cido acético (na proporgao de 3:1). De inlcio,

colocou-se 1 mi de fixador e apds ressuspenglio completou-se com mais 5 mi,

ressuspendendo novamente. Procedeu-se a nova centrifugacso, @ ao precipitado foi
acrescentado 5 ml de fixador, sequida de ressuspencglio, permanecendo por 80 minutos
a 10°C em geladeira, Decorridos o tempo de fixagfio, as amostras foram centrifugadas e
ao sedimento adicionou-se 0.5 ml de fixador. Em seguida, procedeu-se a distribuicio do
material nas 1&minas permilinde-as secarem naturalmente (cf. VIEIRA, 1880). Usou-se
faminas previamente limpas, imersas em alcool etllico absoiuto comercial e mantidas na
geladeira. Depois de secas as laminas foram cobertas com uma solugdo de orcelna
acética (o?céina acética 2% + dcido acético 60% cf. ISING, 1855}, Passados 5 minutos
as laminas foram lavadas e deixadas secarem, rotuladas e folografada em imersfo, com
o auxilio de um microscépio Olympus Pan F. Para a contagem seieciohows& somente
células com um citoplasma de contorno arrendondado, indicativo de que nenhum

cromossomo escapou da célula durante o procedimento de preparo.
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Tabela 10 - Analise de variancia da espessura {mm) da parte central do
coxim plantar posterior de camundongos implantados com
EAT linhagem 1-G, em fungfo do nlimero de células e dias da

inoculagéo.
CAUSAS DE GL 3Q OM F
VARIACAO
Grupos 3 57,1784 19.6594 36,92
Residuo (a) 16 8.2592 §.5162
Camundongos i9 65.4377
Dins 8 108.9828 13.6228 544.53
Grupos x dias 24 11.2316 (.4679 18.70
Residuo (b) 128 3.2022 4.0256
Sub-total 160 123.4167
Total 179 188.8544
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Tabela 11 - Analise de varidncia da espessura {mm) da parte central do
coxim plantar posterior de camundongos implantados com

EAT linhagem 2-8, em fungdo do numero de células inoculadas
e dias da inoculagao.

CAUSAS DE GL SQ QM ¥
VARIACAQ

{3rupos 3 63.1823 21.0608 74.57
Residuo {a) 16 4.5183 9.2824
Camundongos 19 67.7606

Dias 8 139.4239 17.4279 833.03
Grupos x dias 24 7.7535 £4.3230 15.44
Residuo (b) 128 2.6779 0.0209

Sub-total 160 149.8553

Total 179 217.8560
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Tabela 12 - Analise de varidncia da espessura {mm) do coxim plantar
posterior de camundongos reinoculados com 105 células do
EAT linhagem 1-G, em funcio do ntimero de células e dias da

inoculagao.
CAUSAS DE GL SQ QM F
VARIACAQ
Grupos 1 0.1537 6.1537 6.22
Residuo (a) 18 12.2113 0.6784
Camundongos 19 12.3650
Dias 8 40.5563 5.0695 115,11
Grupos x dias 8 8.2371 0.0296 .67
Residuo (b) 144 6.3413 0.0440
Sub-1otal 160 47.1347
Total 179 59,4998
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Tabela 13 ~ Analise de varidncia da espessura {mm) da parte central do
coxim plantar de camundongos reinoculados com 108 células
do EA flinhagem 2-8, em fungdo do ndmero de células
inoculadas e dias da inoculagao.

CAUSAS DE GL SQ QM ¥
VARIACAQ

Grapos 1 3.7468 3.7468 346
Residuo (a) 18 19.4926 1.0828
Camundongos 19 23.2389

Dias B 73.0888 9.1361 120.28
Grupos x dias 8 3.292¢6 0.4115 5.41
Residuo {(b) 144 10.937¢ 0.6759

Sub-total 160 87.3190

Total 178 110.5580
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