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INTRODUÇÃO 

Hâ muito tempo a célula tumoral tem sido interpretada como um agente 

autônomo capaz de, através do seu crescimento expansivo, invadir os tecidos e se 

localizar e multiplicar a distância< Nesse processo, as células neoplásicas se modificam 

e adquirem estruturas antigênicas que não estão presentes em uma célula diferenciada 

do mesmo tecido, a exemplo dos antlgenos oncofetais, antlgenos de diferenciação e 

antlgenos de transplante tumor especifico (TSTA) < Do ponto de vista imunológico, cada 

organismo empenha-se em desenvolver mecanismos próprios de defesa contra as 

Interações que comprometem sua integridade, destacando-se a resposta imune 

especifica ( linfócitos T e B) e não especifica (macrófagos, neutrófilos , eoslnófilos, 

células NK, sistema complemento etc.) 

Grande parte da compreensão dos mecanismos que envolve o 

desenvolvimento de uma neoplasia ocorreu após o surgimento da Oncologia 

Experimental, cuja existência se deu pela introdução dos chamados tumores 

transplantáveis ou transmisslveis. Esses são tumores de animais, mantidos em 

laboratório pelo transplante de células tumorais a hospedeiros suscepllveis< Dentro do 

estudo dos tumores experimentais, um dos grandes avanços foi a conversão da forma 

sólida dos tumores para a forma ascltíca: as células do tumor livre ou complexos de 

células crescem ativamente no fluído peritoneal, induzindo o acúmulo asc!tico e 

alcançando uma alta concentração celular, o que possibilita estudá-los sob vários pontos 

de vista tais como: citológico, bioqulmíco, imunogenético, imunológico entre outros< De 

maneira geral esses tumores são mantidos pela passagem seriada do ftuido ascl!íco de 

um animal a outro ou através da utilização de meios de cultura apropriados ou pela 

manutançi!o com técnicas de congelamento< 

O tumor de Ehrlich, uma neoplasia experimental descoberta por Ehrlich 



(1900) e convertido à forma ascllica -após a inoculação das células do tumor sólido na 

cavidade peri!oneal de camundongos - por LOEWENTHAL & JAHN (1932) tem sido, 

desde então, mantido pela passagem seriada a receptores suscep!lveis e "in vitro" . 

Testes de histocompetibllidade, análises da distribuição do número de cromossomos e 

induçao de mutantes através de agentes químicos revelaram que as neoplasias 

experimentais sofrem alterações no decorrer de sua manutenção tais como: perda de 

especificidade e !ransplantabilidade, infittrabilidade, alterações na taxa de divisão celular 

e em número de cromossomos, 

Tendo em vista esses aspectos e considerando o fato de que atualmente 

pouco se tem encontrado na loora!ura sobre o desenvolvimento do tumor de Ehrlich em 

camundongos, é que nos propusemos a verificar se, após tantos anos de manutenção 

"in vivo" e "in vitro", o modelo experimental tumor de Ehrlich ascllico ou sólido, 

promove alterações nas protelnas séricas de camundongos e se mantêm seu potencial 

imunogênico. Para tanto, empregou-se técnicas de ele!rolorese e sorológicas. Também 

foi nosso objetivo estudar o fenômeno da Imunidade concomitante - relacionado com 

esse tipo de- tumor- visando a avaliar a capacidade do anima! portador de um tumor, de 

rejeitar um segundo inóculo do mesmo tumor. 
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REVISÃO BIBLIOORÃFICA 

Evidências da existência de neoplasias em animais surgiram quando o 

veterinário francês, LEBLANC (1858) publicou seus estudos sobre tumores em animais, 

damonslrando serem esses constituldos por células semelhantes às dos humanos. 

Seguiram-se os estudos de McFAYDEAN (1890) e de STICKER (1902), relatando 

mmbém neoplasias em animais, até que BASHFORD & MURRA Y (1904) esmbeleceram 

que, se as neoplasias eram processos que ocorriam em animais domésticos e 

selvagens, provavelmente deveriam se desenvolver em todos os vertebrados, Hoje sabe­

se que tais processos estão presentes não só em vertebrados, como também em 

cefalocordados, urocordados, hemicordados e em outras espécies de invertebrados. 

De modo geral, os tumores humanos e de animais mostram semelhanças 

essenciais, comportando-se como um crescimento de células, originárias do próprio 

organismo, que adquirem a capacidade de se multiplicarem indefinidamente. Essa 

constatação possibilitou o surgimento da Oncologia Comparada, ramo da Oncologla que 

procura ampliar o conhecimento a respeito das nooplasias, identificando as díferenças e 

semelhanças entre neoplasias do homem, animais e plantas (DAWE, 1982). Através da 

Oncologia Comparada, pode-se conhecer e ídenflcar melhor as neoplasias que ocorrem 

em outros seres vivos. Com o surgimento da Oncologia Experimenml - um ramo da 

Oncologia Comparada - cuja existência se deu pela introdução dos chamados tumores 

lransplantãveis ou transmissíveis, é que se pôde constatar um grande avanço no estudo 

da cancerologia. Esses tumores de animais são mantidos em laboratório pelo 

transplante de células tumorais em hospedeiros susceptíveis e "in vitro". 

Historicamente, os primeiros relatos de transplante de neoplasias datam de 

1777, quando PEYRILHE (1777) inoculou material extra!do de neoplasia mamária 

humana sob a pele de um cão, e LEIDY (1851) transplantou tumores humanos sob a 

pele de rãs, sendo que ambos os pesquisadores não obtiveram êxito no crescimento 



neopfásico nesses heterotransplantes. Começava-se, portanto, a deduzir a importancia 

de ter-se uma relaçêo de parentesco entre doador e receptor desses tecidos. 

Transplantes bem sucedidos passaram a ser obtidos somente quando tumores 

espontâneos de animais foram inoculados em receptores de mesma espécie. Assim, 

HANAU (1889) transplantou um tumor espontâneo de vulva de rata para o tastlculo de 

ratos da mesma linhagem e MORAU ( 1894) transplantou tumores mamários de 

camundongos fêmeas para outros animais. Nesse aspecto, vários autores vêm, desde o 

inicio deste século, realizando transplantes de tumores espontâneos ou induzidos 

experimenlalmente em animais susceptlveis, confirmando, dessa forma, a necessidade 

de haver uma relação de parentesco entre o doador e receptor. 

No inicio, os tumores eram lransplanlados para um grande número de 

animais, obtendo-se crescimento em poucos deles. Hoje, porém, sabe-se que essas 

neoplasias tornam-se eslabilizadas após transferências sucessivas, mantendo suas 

carac!erlsticas por várias gerações. Segundo LUCKE (1953), pode-se dizer que uma 

linhagem bem estabelecida de tumores transplanláveis em animais de espécies e 

linhagens definidas representa o mesmo que substâncias qulmicas puras ou culturas 

puras de microrganismos. Atualmente dispõe-se, na literatura, de verdadeiros tratados 

sobre os tipos de tumores transplantáveis (DUNHAM & STEWART, 1953; STEWART 

et ai., 1959). Nesses tratados, as linhagens são classificadas de acordo com o tecido de 

origem e a espécie animal em que se desenvolveram, e têm sido utilizados em estudos 

de açao de componentes flsicos, químicos e biológicos sobre seu crescimento, e 

lambém nos estudos de citogenélica, patogênese, imunologia, "comportamento 

biológico", bíoqulmica e terapêutica das células tumorais. 

Nessa linha de investigação, um dos tumores experimentais mais 

estudados foi o tumor de Ehrlich (EAT), por ser um dos primeiros tumores 

transplantlveis conhecidos, descr~o por EHRLICH em 1906 . Trata-se de uma 

neoplasia originária do carcinoma mamário de camundongos fêmeas, transplantado em 



animais desta espécie, inicialmente na forma sólida. O tumor de Ehrlich foi convertido 

para a forma ascltica por LOEWENTHAL & JAHN (1932). Após a inoculação de células 

do tumor sólido de Ehrlich intraperil<>nealmen!e, esses autores obtiveram um número 

substancial de tumores sólidos desenvolvendo-se na cavidade periloneal, exceto em 

alguns animais, nos quais após 10 a 14 dias do inóculo inicial, osbservaram a formação 

de ascíle de aspecto leitoso ou hemorrágico, contendo grande número de células 

neoplásicas. Demonstraram ainda, que o tempo de sobrevida do animal, bem como a 

rapidez do desenvolvimento do processo, dependem do número de células inoculadas. 

Entretanto, outro aspecto que influencia o tempo de sobrevida do animal é a presença de 

sangue no fluido ascltico, HARTVEIT (1961) concluiu em seus estudos que existe uma 

correlação positiva entre o tempo de sobrevida e o volume final do tumor, e uma 

correlação negativa entre o tempo de sobrevida e o volume de sangue no tumor. 

SIEGLER & KOPROWSKA (1962b) descreveram os eventos que seguem a formação do 

tumor ascl!ico, observando que células viáveis do tumor penetram no mesentério, 

proliferando e destruindo as estruturas integras dos tecidos infiltrado do hospedeiro. 

Células do tumor e macrófagos subseqüentemente passam para dentro do fluido 

acumulado, como resuíledo de alterações provocadas nos capilares e vasos linfaticos 

pela rápida penetraçao e infiltração do tumor. A associação de células tumorais 

exfoliadas e o transudato peritoneal constituem a condição "tumor ascltico". A conversão 

para a forma ascl!ica trouxe grandes vantagens, como: a possibilidade da padronização 

do número de células Inoculadas, a quantfficaçao da regressão e do crescimento 

tumoral, bem como o estudo da célula !umoral propriamente dita (STEWART et ai., 

1959). 

Um dos mais importantes avanços na biologia do câncer foi a 

demonstração de que uma variedade de tumores experimentais possui antigenicidade 

capaz de trazer à tona uma resposta imune especifica. Considera-se que a primeira 

demonstração de antigenicídade especifica na classe dos tumores experimentais foi 



revelada por FOLEY (1953), mostrando que o isolamento por clampeamento de um 

tumor, induzido por metilcolantreno, já estabelecido, deixou o hospedeiro resistente ao 

crescimento de um implante subseq!lente de células do mesmo tumor, porém não ao 

crescimento de implantes de células de outros tumores. Essas observações já haviam 

sido antecipadas por GROSS (1943, 1945), o qual demonstrou imunização ativa de 

camundongos hlbrldos C3H para o transplante de um tumor recém induzido por 

me!llcolantreno em camundongos C3H Resultados semelhantes da presença de 

anllg<>nos sobre a superflcie das células tumorais e sua especílicidade foram 

demonstradas por PRENH & MAIN (1957), utilizando tumores (sarcomas) induzidos por 

3-me!llcolantreno (MCA) e transplantados para camundongos singênicos. Os autores 

observaram que os animais desenvolveram nódulos tumorais palpáveis e que a remoçAo 

cirúrgica dos mesmos, tomou os animais mais resistentes ao crescimento de um 

sagundo inóculo das mesmas células tumorais quando comparado com os controles não 

tratados ou sensibilizados contra outros sarcomas (MCA) singênlcos. Além disso, a 

imunização com tecido normal não preveniu o crescimento do tumor, bem como nlo foi 

rejeitado Dessa forma, os au1ores conclulram que os sarcomas MCA possulam 

antlg<>nos de transplante tumor especificas (TSAn e que esses eram individuais para 

cada neoplasia. 

Relatos de imunidade especifica ao tumor antes desses experimentos não 

são confiáveis, uma vez, que durante a gênese da Oncologia Experimental, todos os 

estudos foram realizados, usando-se animais cruzados ao acaso e transplantes de 

tumores não singênícos. Transplantes bem sucedidos de células malignas e nonmaís 

requerem que os genes de histocompatibilidade (genes H) do receptor e doador sejam 

idênticos (GORELIK, 1983). Incompatibilidade nos genes H causa a rejeição de 

transplantes de células (SNELL, 1948, 1953), sendo que as reações imunólogi<:as são 

responsllveis por esta rejeição (GORER 1942, 1956al· 

Antes de 1940, era diflcil obter número suficiente de animais de idade e 
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linhagem uniformes. Desse modo, c's pesquísadores tentaram manter os tumores "'in 

vivo" em aníma;s cuja linhagem dilería daquela de origem do tumor; isso foi conseguido 

após muitos transplantes sucessivos, tendo o tumor deixado de expressar seus gens de 

histooompatibilidade, passando a crescer em animais de genótipos diferentes. Este tipo 

de tumor é usualmente referido como não epeclfico, incluindo-se os tumores de Ehrlich, 

Krebs, Crocker, Bashford e Sarcoma 180 em camundongos; carcinoma de Walker em 

ralos e melanoma Harding-Passey, Brown-Pearce e o carcinoma V2 em coelhos 

(SUGIURA, 1965 e KALISS, 1961). 

A importância do sistema imune na defesa contra o crescimento de 

tumores tem sido ressaltado pela teoria da vigilência imunológica. Através do processo 

de evolução ocorreu a necessidade de existirem mecanismos para a eliminação e 

inativaç!io de células mutantes potencialmente danosas, as quais aparecem como uma 

alteração genética hereditária e que pode ser comun em células somáticas, 

principalmente nos vertebrados homeotérmicos, caracterizando assim, o conceito de 

vigilância imunológica (THOMAS, 1959 e BURNET, 1970). As reações imunes contra 

tumores têm sido divididas em imunidade celular (mediada por linfócitos e macrófagos) 

e imunidade humoral (mediada por anticorpos e complemento). Essas reações imunes 

envolvem a interação com antígenos de superflcie celular, promovendo subseqUente 

proteção. HORN (1956), estudando a antigenicidade de "célula total" e componentes da 

célula do tumor ascítico de Erlich, verificou, através de anti-soros produzidos em coelho, 

um efeito citolltico sobre as células cancerosas através do anti-soro para mitocôndria a 

"célula total" do tumor. Posteriormente, resultados semelhantes foram obtidos com anti­

soros da fraçao celular insolúvel que continha considerável quantidade de material da 

membrana, juntamente com algum material intracelular de origem não caracterizado. 

Esses anti-soros exibiram um efeito de proteção contra estimulo subseqüente ao tumor 

imunizanle (ENG et ai., 1969). 

Outros pesquisadores, utilizando a técnica de transplante, demonstraram a 



presença do anllgeno tumor-especifico (TSA), envolvido na imunização de animais 

receptores com células do tumor, as quais se apresentaram incapazes de se multiplicar. 

Dentro desse aspecto, DONALDSON & MITCHELL (1959} observarem que a pré­

imunização com células irradiadas do tumor de Ehrlich protege os camundongos contra 

o transplante subseqoente de células viáveis do mesmo tumor, quando administrado via 

in!raperitoneal (Lp.). Já a pós-imunização. iniciada um dia depois do implante 

subcutâneo do tumor, reduziu significativamente a mortalidade, entretanto, quando 

realizada nos animais portadores do tumor ascltico, não inibiu a muttipllcação rápida das 

células tumorais. Posteriormente, LITTMAN et ai. (1968) confirmaram os resultados de 

proteção conferido pelo inóculo de células irradiadas do tumor de Ehrlich, bem como do 

Sarcoma 180, acrescentando ainda que o estado de imunidade permaneceu por um 

longo período de tempo, sendo a via i.p. a que demonstrou maior proteção. 

Conhecimentos de regressllo do tumor e subseqüente resistência para uma segunda 

inoculação foram obtidos através da retirada diária do fluido ascltico de camundongos 

portadores de tumores ascltícos, os quais se recuperaram completamente do 

desenvolvimento do tumor, tornando se imunes à subseq!.lente inoculação das mesmas 

células tumorais. Esses animaís apresentaram ainda, uma imunidade cruzada a outros 

tumores asclticos. Nesse sentido, concluí-se que o fluido ascítico livre de células é rico 

em anllgenos tumoraís e que a remoçao por punção, ao invés da retirada das células 

cancerosas, é um fator crucial na imunidade alcançada (APFFEL et ai., 1968). A 

resposta contra células tumorais foi ainda observada por KANEKO et ai. (1975), 

avaliando o número de células produtoras de anticorpos anti-EAT no baço de 

camundongos portadores do tumor sólido de Ehrtich, as quais apareceram no sexto dia 

após o inóculo inicial e atingiram um máximo ao redor do décimo quinto dia< 

A imunidade celular é geralmente considerada como sendo a primeira 

resposta de rejeição evocada contra os tumores experimentais. Sua parlicípação tem 

sido avaliada por meio de testes de transferência de imunidade ativa, a parlir de células 



provenientes de doadores imunizados contra os tumores ou obtidas de animais 

portadores de tumores em desenvolvimento. Dentro dessa linha de pesquisa, MAZUREK 

& DUPl.AN (1963) observaram que camundongos irradiados sub-letalmente, quando 

reconsliluldos com células da medula óssea ou do baço, obtidas de animais imunes à 

célula do EAT, inibiam o crescimento do mesmo tumor. Resultados semelhantes de 

proteção contra subseqOente inóculo de células viáveis do tumor foram obtidos por 

ATTIA et ai. (1005), através da transferência de células de linfonodo e ·de peri!Oneo 

obtidas de animais portadores ou imunizados com células de dois diferentes implantes 

do carcinoma mamário espontâneo, quando transferidas a receptores isogênicos 

normais. Posteriormente HAAGENSEN e! aL (1976) demonstraram resultados similares, 

transferindo células de linfonodo e soro de camundongos hiperimunizados com células 

do adenocarcinoma mamário ascl!ico 755 (AD755a), Essa imunidade foi especifica ao 

tumor, bem como estendeu-se contra dois outros tumores de origem mamária (EAT e S-

180). Outros resultados obtidos por NEEL 111 & RITTS JUNIOR (1977), utilizando tumor 

Induzido quimicamente, demonstraram que células de baço de animais portadores de 

tumores (grandes 4cm ou pequenos 38mm de diâmetro), não conferem proteção contra 

o subseqOente inóculo de células do mesmo tumor, quando transferidas aos receptores 

normais. Por outro lado, o soro dos animais com tumores grandes, protegeu receptores 

normais contra o subseqüente estimulo, o que não foi alcançado com o soro 

provenientes de animais com tumores pequenos. 

O envolvimento dos linfócitos na rejeiçao de células tumorais por animais 

receptores de células imunes foi demonstrado por MARUSIC (1978), uma vez que o pré­

tratamento das células da medula óssea de doadores imunes com anti-soro anti Thy 1-2 

e complemento, anulou a transferência da resistência aos receptores normais contra 

células viáveis do tumor de YOSHIDA (YAS). Em seqüência aos seus estudos, 

MARUSIC (1979) avaliou os mecanismos da resposta imune de camundongos 

portadores do EAT, concluindo que os línfócitos-T são requeridos somente na fase de 
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indução da resposta imune de camundongos contra EAT, sendo que a fase eferente foi 

acompanhada por anticorpos. Ainda nessa linha do investigação, outros testes têm sido 

aplicados, avaliando a participação dos linfócitos nos diferentes órgãos linfóides, bem 

como o comportamento desses tecidos frente à neoplasia. Assim, SIEGLER & 

KROPROWSK (1962a) observaram em seus estudos, realizados com animais 

portadores do tumor ascltico MT 890, perda dos linfócitos do timo com contração das 

células ep~eliais e alterações similares nos demais orgãos linfóides. Resultados obtidos 

em análises histológicas por THUNOLD (1967b) demonstraram marcada hiperplasia do 

sistema linfóíde durante o desenvolvimento do EAT em camundongos machos e fêmeas. 

Posteriormente, THUNOLD (19688 ) observou uma reação fraca de linfócitos, eosinófllos 

e hisliócltos em camundongos após o inóculo intmpentoneal de células do EAT, porém o 

crescimento do tumor não foi inibido. Por outro lado, os animais imunes (remoção de um 

transplante do mesmo tumor da caudo do animal ) apresentaram, após o estimulo 

ín!raperiloneal de células do EAT, uma distinta agregaç5o do linfócitos com células do 

tumor, e .a inibição do crescimento do mesmo fo! observada_ 

A reatividade dos linfócitos frente a células do tumor foi investigada por 

ZOLLER e! aL (1975), utilizando !este do microcitotoxídade. Os tostes revelaram que 

células de !infonodo de ratos Imunizados contm hepatomas e sarcomas foram citotóxicas 

para células do tumor imunizante com baixa reatividade cruzada. Entretanto, células de 

!infonodo de ratos, portadores de tumor, deram reação cruzada contra uma ampla 

variedade de sarcomas e hepatomas, sugerindo que os portadores dos tumores foram 

sensibilizados contra antlgenos comuns, bem como antígenos aspeclficos associados 

com esses tumores. Uma maíor atividade dos linfócitos provenientes de animais 

portadores de tumor induzido por me!ílcolantreno, foi observada quando comparada com 

as de animais imunizados e normais, em testes de verificação da slntese de DNA 

produzida "in vitro" quando esses linfócitos foram incubados com células do tumor 

bloqueadas por mitomicina-C (BURK et ai , 19 76). 



Outras pesquisas foram realizadas investigando a participaçao de células 

especificas da resposta celular contra os tumores. Evidências para o envolvimento de 

macrófagos na imunidade contra os tumores foram primeiramente demonstradas por 

OLD et ai. (1959), uma vez que infecção por BCG (Bacillus Calmel!e-Guérin) tomou 

camundongos resistentes ao enxerto do tumor. Em continuidade às investigações sobre 

a participação dos macrófagos na resposta contra os tumores, EVANS & ALEXANDER 

(1970) constataram que a adição de macrófagos provenientes de animais imunizados 

contra o linfoma L5178Y inibiu a divisão celular do mesmo "in vitro". O mesmo foi 

observado quando macrófagos obtidos de animais normais, foram adicionados, 

juntamente com células do baço provenientes de animais imunizados contra o linfoma 

ou com o sobrenadante de cultura de linfócítos incubados com as células do tumor. 

(EVANS & ALEXANDER, 1972)" Outra evidência da influência dos macrófagos contra os 

tumores foi avaliada por ISA & SANDERS (1975), investigando o crescimento do 

teratoma 40ZAX em camundongos fêmeas virgens singênicas ou alogênicas. Os autores 

observaram crescimento do tumor após os animais terem sido tratados com soro anti­

macrófago, sendo que os antícorpos encontrados no soro, bem como ligados à superflcie 

do tumor, não foram crtotóxicos para a célula do tumor. 

Alguns trabalhos utilizando camundongos recém-nascidos limectomizados 

e atlmicos congenitamente (RYGAARD & POVLSEN, 1974 e WESTON, 1973) sugerem 

que a imunidade humoral desempenha um papel de relevancia nos mecanismos de 

defesa contra os tumores. GORER & AMOS (1956) demonstraram que soro obtido de 

camundongo hiperimunizado com células ascttica EL4, quando inoculado em animais 

isogénicos e nao isogênicos, promoveu uma imunidade passiva a subseqOente 

inoculação de células ELA Resultados de proteção contra subsequente estimulo 

também foram alcançados por KLEIN & SJOGREEN (1960), incubando células de 

tumores induzidos por metilcolantreno com soro ou células linfóides provenientes de 

doadores imunizados contra os tumores, 



A açi!o de anticorpos contra as células tumorais tem sido avaliada 

empregando-se lestes que demonstram a lise das células do tumor "ín vitro" quando 

complemento é adicionado. Segundo FLAX (1956), o soro de coelho anti-tumor Ehrlich e 

complemento de cobaia preveniu o crescimento do tumor em camundongos, pelo fato 

das células tumorais terem sido lisadas - o que foi avaliado pela tomada do corante -

enquanto que as células !raladas somente com a fração globulínica não foram lisadas. 

Rasultados semelhantes foram obtidos com um sarcoma murino induzido por 3 -

metilcolantreno sendo que, a resposta imune citotóxica para antígenos tumor especlficos 

(TSA) residiu nas frações de lgM e lgG com a adição de complemento exógeno 

(BLOOM, 1970). A classe de anticorpos citotóxicos produzidos após a imunização de 

coelhos com dois hepalomas (induzido por dietilnitrosanina) de cobaios antigenicamenle 

distintos, designados linhagem 1 o linhagem I O. !oi avaliado através da interação com a 

concanavalína A e protelna A de Staphyloc:xcus aureus. As anáiJses dos resultados 

demonstraram que os tumores da linhagem 1 produziram tanto lgG quanto lgM. Com 

relação a linhagem de tumor 10 houve somente a produção de lgG {LANGONE et ai., 

1978). 

Estudos do efeito do soro de coelho anti-EAT sobre as células do tumor, 

(ELLEM, 1957) mostraram um aumento no volume celular de cerca de 40% que foi 

acompanhado por um aumento na permeabilidade da membrana celular, na presença de 

oomp!emenlo. Estudos a nlvel de microscopia eletrônica das células do tumor ascltico de 

Krebs, tratado "in vilro" com globulina de coelho anti-células do tumor revelaram uma 

alleraçao na estrutura da membrana da supe!ficie celular. A subseqOente suplementação 

do complemento para este sistema danifocou severamente a matriz citoplasmática, 

mitocôndria e reticulo endoplasmâtico. Essa seqüência de- eventos promove a base 

astrutural para a açao citotóxica do complemento e anticorpos (GOLDBERG & GREEN, 

1959). 

Alguns investigado-res procuraram reconhecer anormalidades ou alterações 



na composição protéica do sangue de animais portadores de tumor Nesse sentido, 

CAMPBELL et ai. (1959), comparando as proteínas sérícas de ratos normais com as de 

portadores de tumor induzido por 4 - dimetilaminoazobenzeno, através da técnica de 

eletroforese zona!, verificaram que o soro dos animais portadores de tumor continha 

mais proteínas de mobilidade das altas globulinas; pelo método de imunoeletroforese, 

foi possível observar que as proteínas presentes em concentrações elevadas no soro de 

animais com tumor apresentavam mobilidade correspondente a alfa 1 e alfa 2 globulina. 

Resultados semelhantes foram obtidos por PIROSKY & OISGOLD (1961a). em es1udos 

de imunoeletrotorese, utilizando pro!elnas séricas de ratos portadores de tumor 

induzido por metilcolantreno - dentro de um sistema-tumor-hospedeiro-isólogo - onde 

demonstraram um aumento das frações alfa 2-11 e beta 3-1 e uma diminuição das altas 2-1 

e gamaglobulinas. Também demonstraram. dentro de um sistema-tumor-hospedeiro­

homólogo (Sarcoma 180). através de traçados imunoeletroforéticos um aumento de 

tedas as subtrações da zona alfa 2 e um aumento moderado da porção gama média e 

das porções catódicas beta 3 -1 globulinas na fase inicial do desenvolvimento do tumor. 

Na fase avançada do desenvolvimento do tumor, observaram uma acentuada reação e 

aumento das frações alfa 2; gama e beta 3-1 globulinas (PIROSKY & OISGOLD, 1961b)· 

Análises imunoeletroforéticas foram também realízadas com soro de camundongos 

portadores de adenocarcinoma mamário espontâneo, adenocarcinoma mamário 

transplatado pela primeira vez e adenocarcinoma mamárto estabilizado ( vigésima 

segunda transferência). Os traçados imunoele!rotoréticos dos três sistemas es1udados 

mostraram uma dimuniçllo das alfa 2-1 globulinas com o crescimento do tumor e um 

aumento das bela e gamaglobulinas, na fase inicial do desenvolvimento do tumor 

(PIROSKY & OISGOLD, 1964). 

Outro componente presente no soro que !em despertado a atenção de 

pesquisadores é o sistema complemento, seja pela sua participação na lise das células 

tumorais, onde interage com o anticorpo, seja pela promoção de fagocitose, atração 
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quimioláxica de células fagoci!ilrias , seja também na modulação da resposta 

in!lama16ria pela atração de eosinófilos e na geração de anafilaxia. HARTVEIT (1970), 

verificando o titulo do componente C1 do sistema complemento, no soro de animais 

portadores do tumor de EhrJich e do carcinoma Bergen A4 com doze dias de 

desenvolvímento, observou uma diminuição no titulo desse componente quando 

comparados com o titulo obtido do soro dos animais controles. Posterionmente 

SAKAMOTO & NISHIOKA (1975), avaliaram a concentração dos componentes C3 e C4 

no soro de ralos portadores de tumores induzidos por melilcolantreno (MC) e induzidos 

por dimetilaminoazobenzeno (DAS). Esses autores, verifrcaram um aumento nas 

concentrações dos componentes C3 e C4 com o desenvolvimento do tumor induzido por 

metilcolantreno, refletindo a manutenção da integridade das defesas do hospedeiro 

contra o tumor. Já nos ralos com tumores induzido por demetilaminoazobez:eno, uma 

diminulção na concentraçao desses componentes do sistema complemento foi 

constatada. Neste caso, o autor sugere que provavelmente o dano provocado no flgado 

desses animais pela ingestão do DSA, tenha sido o responsável por esta diminuição. 

Nesta mesma linha de pesquisa, BELLELLI & SEZZI (1976), utilizando a adminiatração 

do fator de veneno de cobra (CoF), o qual promove uma deplação do componente C3 

circulante, investigou a participaçao desse componente do sistema complemente na 

rejeição do tumor de Erhlich e da Leucemia L1210. Esses autores observaram que, 

camundongos imunizados contra as células do EAT e contra as células da Leucemia 

L 1210, quando tratados com CoF, passaram a desenvolver ambas as neoplaslas. Já os 

animais imunizados contra as células de ambas as neoplasias, foram capazes de rejeitar 

as células do tumor lmunizanta quando reestimulados, Assim esses autores, sugeriram 

que o componente C3 do sistema complemente, participa da rejeição desses tumores 

experimentais, provavelmente ligando-se a anticorpos sobre as células neoplasicas, 

formando um complexo imune que estimula a atividade dos macrófagos. Estudos 

subseqOenles, ainda utilizando o tumor de Ehrlich como modelo experimentei, 



demonstraram que o soro dos animais portadores desse tumor perderam a capacidade 

de madiar imunoaderência. Isto ocorreu devido à diminuiçlio na concentraçlio dos 

fragmentos C3b e C3d, como conseqOéncia do consumo dos componentes do sistema 

complemento pela via attemalíva, durante a resposta inflamatória que acompanha o 

cl'êSCÍmento do tumor (PORTA et ai., 1978) . 

A relação tumor-hospedeiro tem sido avaliada quanto a capacidade de 

seus componentes imunes (tais como linfócitos, macrófagos e anticorpos) de reegir "In 

vitro" contra células do tumor, ou de transferir imunidade ativa ou passiva a receptores 

nonmaís. Em boa parte dos estudos publicados, o desenvolvimento do tumor foi avaliado 

obtendo-se componentes imunes de sllios distantes do mesmo. Por outro lado, 

procurando enfocar a resposta imune no sitio de desenvolvimento do tumor, THUNOlD 

(1968!)) verificou a presença de globulinas na supor!lcie das células do EAT 

provenientes de hospedeiros ímunologicamente competentes, utilizando lestes de 

aglutinação mista e consumo antiglobulina. Através da imunofluorescência Indireta, 

este autor indicou ainda a presença de anticorpos circulantes após a rejeiçlio do tumor, 

sendo que estes estavam ausentes em animais apresentando tumor. lmunoglobullnas 

ligadas á superf!cie do tumor foram de!ec!adas pera a variante ascllica do hepatoma 023 

através de testes de imunofluorescência, bem como a presença de anticorpos no soro e 

no fluido ascltico. Entretanto, quando comparadas ambas as formas - ascltica e sólida -

pera a presença de anticorpos circulantes, verificamm reações positivas em ambas. 

Contudo, quando a forma sólida do tumor tornou-se palpável, a presença desses 

anticorpos nilo foi mais detectada. Por outro lado, os mesmos foram detectados durante 

!<>do o perlodo de desenvolvimento da forma ascttica (ROBINS, 1975). Utilizando a 

proteina A proveniente de Staphylococcus aureus e anticorpos contra as 

imunoglobulinas de camundongos, DORVAL e! ai. (1976b) observaram que os mesmos 

foram fixados por várias células de tumor crescendo "in vivo", mas não contra seus 

correspondentes crescendo em cultura. Além disso, a !gG foi encontrada aumentada 
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com o desenvolvimento do tumor. Ainda nessa linha de pesquisa DORVAL, et aL 

(197fla), investigaram a especificidade das imunoglobulinas presentes sobre as células 

de tumores murino< A remoção ar!ilicial das imunoglobulinas através do tratamento com 

ácido ou pelo cultivo das células tumorais, demonstrou uma correlação direta entre o 

aumento na expressão dos antlgenos associado ao tumor (T AA) e a perda de 

imunoglobulinas ligadas às células tumorais; porém não demonstrou aHeraçOes na 

expressão de outros antlgenos da membrana normaL Segundo RAN et aL (1976), o 

aumento dos anticorpos citotóxicos ligado ás células do tumor segue a cinética do 

aumento do anticorpo no soro e está inversamente correlacionado com a quantidade de 

antígenos livres sobre a supertlcie da céluía do tumor (Sarcoma) induzido por vírus 

polyoma (SEYF-a)< Entretanto, dentro desse sistema experimental, a capacidade de 

ativar complemento é expressada por anticorpos cobrindo populações de células de 

tumor recente, enquanto que anticorpos cobrindo populações de células do tumor tardio 

são incapazes de ativar o comp!emenlo (BRASLAWASKY, 1976)< O principal anticorpo 

ligado às células do tumor desenvolvendo atividade citolóxica é a lgG2a que apresenta 

uma atividade elevada entre os 11-15 dias de desenvolvimento do tumor (MOAU & 

wrrz. 1978)< 

O desenvolvimento de uma imunidade efetiva a ser desenvolvida pelo 

hospedeiro contra o crescimento tumoral é ainda ressaltada pela imunidade 

concomitante anti-tumoral, isto é uma condição de imunidade adquirida que capacita o 

hospedeiro, com tumor progressivo, a neutralizar o crescimento de um novo implante de 

células do mesmo tumor, quando inoculado em um sitio distante< Esse tipo de 

imunidade foi inicialmente demonstrada por EHRUCH em 1906 e posteriormente, 

BASHFORD et aL (1906) confirmaram estes achados, conduzindo a novos estudos 

deste fenômeno< Esses autores concluiram que a resistência do animal portador de um 

tumor a um segundo estimulo do mesmo é madiada por mecanismos imunológicos< 

Outro aspecto é a resistêncía do hospedeiro a uma segunda indução do tumor após 
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(Imunidade semi-concomitante). Este fato foi inicialmente descoberto por UHLENHUTH 

e! ai. em 1910, porém esse fenômeno permaneceu esquecido por mais ou menos 40 

anos, quando LEWIS & APTEKMAN (1952), utilizando a técnica de regressão artifical 

através da oclusão da circulaçl!o sangOinea do tumor, por um torniquete de borracha 

durante um dia, demonstraram que o isolamento do crescimento de um sarcoma 

slngênico ou do crescimento de carcinoma em ratos congênitos, resuUou na completa 

regressao dos tumores e ainda que esses animais foram capazes de inibir o crescimento 

de células do mesmo tumor quando reinoculadas. 

Vários silo os trabalhos investigando esse fenónemo. GERSHON e! ai. 

(1967) observaram, em "hamsters" portadores de implantes de um linfoma 

alotransplantado com 3 semanas. a regress~o de um segundo inóculo d<> células do 

mesmo tumor. Essa regressão foi dependente do número de células e do perlode de 

pennanência do tumor sobre o hospedeiro; e ainda que células do baço, provenientes 

dos mesmos animais, transferia imunidade passiva a receptores normais. Tambem 

observaram que células de peritóneo, quando misturadas com células do tumor antes 

do inóculo, mostraram-se eficazes para evitar o crescimento de tumor em receptores 

normais. Resultado menos significativo de proteção foi obseovado removendo-se 

cirúrglcamente um transplante primário do tumor ascltico de Ehrlich da cauda de 

camundongos em relação ao crescimento de um transplante secundário, subcutâneo ou 

peritoneal, de células do mesmo tumor. O implante subcutâneo secundário resu~ou em 

uma redução no número de tumores desenvolvidos; entretanto, o implan1e 

intraperitoneal secundário levou ao desenvolvimento de tumores em muitos animais, 

contudo aumentou o tempo de sobrevida dos mesmos (THUNOLD. 1967 aJ. 

Poslerionnen!e, FISHER et ai. (1970) obtiveram resultados de proteção com tumores 

induzidos por meti!cofantreno e tumor€,s mamários espontaneos, tanto na presença do 

tumor primário, como quando removido p!ev1amentc ao segundo estimulo. Entretanto, 

resultados negativos foram obtJdos quando houve a remoção parcial ou completa do 



tumor, subsequentemente a estimulação secundária. Uma outra evidência da resistência 

adquirida pela remoção do tumor, foi observada em estudos sobre os efeitos de dois 

métodos de curas: excisão e radioterapia locais aplicadas em camundongos portadores 

de fibrossarcoma induzido por metilcolantreno. Após completa remoção cirúrgica do 

tumor, houve uma forte resposta de resistência ao crescimento das células do tumor 

reimplantado. Por outro lado, a remoção do tumor, realizada após o animal ler sido 

reestimulado com células do tumor ou o tratamento com írradiação demonstrou uma 

resistência diminuída pelo hospedeiro, porém não nula (VAAGE, 1971) 

Estudos realizados por GERSHON e! aL (1971), investigando algumas 

variáveis que podem influenciar a manifestação da imunidade semi-concomitante depois 

da excisão de um linfoma alotransplantado em "hamster", demonstraram que apés a 

inoculação do tumor. existe um período limitado no qual a remoção do tumor primário 

aféta a manifestação da imunidade semi-concomitante" Esse intervalo de tempo depende 

dê número de células do tumor injetadas - grandes números, curto perlodo de tempo. 

Com relação á imunidade concomitante, DECKERS ot ai" (1973) observaram que 

camundongos portadores de fibrossarcoma induzido por metilcolantreno, rejeitaram um 

segundo isoenxerto do tumor inoculado 14 dias apés o inicio do transplante, mostrando 

ser a imunidade concomitante especifica. Resultados similares foram obtidos por 

CHANDRADASA (1973), estudando a resistência concomitante em camundongos 

portadores de sarcoma induzido por metílcolantreno, sendo que o pico da resposta 

imune ocorreu entre 1 O e 14 dias após o implante do tumor. Contudo, após esse perlodo, 

houve um decllnio na resistência á re.inoculacão com células do tumor. Muitos outros 

trabalhos nessa !ínha de investigação conc!u!ram que o grau de inibição a um segundo 

inóculo está relacionado com o tamanho da massa do tumor primário e também com o 

período de desenvolvimento do mesmo ( DECKERS e! ai., 1976; GORELIK e! aL, 1981; 

GORELIK, 1983 e GUERRA, 1983)" Alguns pesquisadores demonstraram que 

mecanismos imunológicos, pnncipalmen!e os modiados por células T e macrófagos, 
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estao envolvidos no fenômeno da imunidade concomitante (GERSHON, 1967; 

DECKERS e! aL, 1973; CHANDRADASA, 1973) Por outro Indo, posqui5os realizadas 

com tumores não 1munogénicos ou fracamente imunogênicos demonstraram que a 

Imunidade concomitante nestes modelos experimentais não está relacionada com a 

presença de células efetoras, uma vez que camundongos "nude" e tratados com sllica 

foram capazes de inibir o segundo inóculo de células do mesmo tumor (GORELIK e! ai., 

1981; GORELIK, 1983: RUGGIERO et ai., 1985; RUGGIERO et ai., 1990). Segundo 

MEJSS e! ai (1986), o e.xame histológico do sítio secundário de crescimento do tumor 

revelou que a regressão não apresentava necrose, bem como infiltração das célufas do 

hospedeiro. Os autores atribuimm esse fenômeno a mecanismos citostáticos. 

Um aspecto relevante a ser considerado com rela<;ao ao uso desses 

modelos experimentais é o fato de apresentarem sob continuo tranplanle, afierações 

inesperadas e permanentes na transplantabilidade. STRONG (1926a; 1926b), 

trabalhando com tumores transplantaveis dBrC e dBrD, os quais originaram 

espontaneamente na linhagem de camundongos OBA (dilu!e brown strain), observou, na 

rotina de transplantes deste tumor, alterações no potencial de reaçao -

transplantabilidade - resultando no surgimento de novos tipos de tumores 

transplantáveis, os quais apresentaram um aumento no vigor prolfferativo e perda da 

especificidade, CLOUDMAN (1932) e BITTNER (1947) confirmaram as observações 

feitas por STRONG sobre os tumores. MacDOWELL el ai. (1939) reportaram que 

diferenças imunológicas foram encontradas entre células leucêmicas nos animais de 

origem e aquelas passadas através de uma série de hospedeiros. Alterações de 

"virulência"• , taxa de divisão celular, infiltração, perda de especificidade para as células 

leuclimicas foram ainda relatadas por MacDOWELL (1946) em suas observações com 

esse modelo experimental. 

Um outro fator a ser considerado foi sugerido por GORER (1947), segundo 

'" O tesmo \irulênda foi mantido no kx!o, ,;rn rcsfJC1tn ao Jl~"qui<>míor l:'Jnbor.t kndo este outra conotação atual. 
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o qual o aumento de um antígeno pode impedir a entrada de outros e que este processo 

de "mascaramento" pode ser considerado um eliminante de fatores-H fracos durante o 

curso da passagem do tumor. Dessa forma, o desaparecimento de alguns antígenos 

requer o nr•arranjo do oquillbrío gêníco, levando a um desbalanceamento do número 

cromossômico. 

O pré-requisito citológico para lnis aspectos é demonstrado através de urna 

ampla heteroploidia presente no tecido maligno quando analisado quanto a distribuição 

do número cromossômico (HAUSCHKA, 1953; LEVAN, 1956; TJIO & LEVAN, 1956; 

HAUSCHKA & LEVAN, 1958). Tumores transplantaveis são, deste modo, mosaicos nos 

quais aberrações mitólicas promovem ampla oportunidade não somente para a perda 

fisiológica de genes histocompatlveis, mas também para alterações cumulativas de 

ploidía trazida sobre modificações anligênicas através da desarmonia intercromossomaL 

Sob continua seleção natural em hospedeiros compatlveis, as células com 

grupos de cromossomos balanceados apresentam vantagens sobre suas competidoras 

aberrantes. Isso foi evidente a partir de uma série representativa de estudos realizados 

com tumores ascfiicos, os quais, apesar de numerosas irregularidades mitóticas, 

perpetuaram sua caracterls!ica diplóide ou tetraplóide com relaçao ao número moda! por 

mais de cinco gerações de transplantes sucessivos (HAUSCHKA, 1952; HAUSCHKA & 

LEVAN, 1953). Testes de transplantabílídade realizados por SACHS & GALLY (1955) 

mostraram que diferenças no número moda! de cromossomos estão correlacionadas 

ainda com dif<m>nças na ospecíficídade da linhagem, no qual os tumores com número 

elevado de cromossomos duplicados estão relacionado com um alto grau de 

inespecíficidade. A relação de histocompatibilidade entre o enxerto e o hospedeiro, isto é, 

a influência da ploidia (2n versus 4n) sobre o grau de especificidade foi confirmado por 

HAUSCHKA & LEVAN (1953), os quais conclulram ainda, que a ampla 

lransp!anlabilidade dos tumores, com um número elevado de cromossomos, 

independem da taxa de crescimento, "virulência", bem como do tecido e linhagem de 



ongem. 

A antigenicidade reduzida dos tumores aneuplóides bem como daqueles 

próximos aos tetraplóídes é interpretada como resultado de alterações no equillbrio 

gênico. Em uma célula tetraplóide, mais do que dois "loci" podem ser disponíveis para 

alguns genes antigênicos. Os alelos antigênrcos podem, conseqüentemente, funcionar 

de forma alterada com relação àquelas para os qua1s eles são restrítos no núcleo 

diplóide com conseqüente alteração ou extinção de seus produtos finais especfficos. 

Perda de especificidade pode, desse modo, ser vista como uma seleção imunológica de 

tipos anligênicos mínimos entre variantes de cromossomos viáveis em uma população 

de células neoplàsicas (HAUSCHKA, 1953). O surgimento de células com uma resposta 

imunológica mínima como conseqOência do fenômeno de seleção imune foi sugerido por 

KAZIWARA ( 1954), após a inoculação de uma pequena quantidade de células do tumor 

ascftico de Ehrlich hiper-diplóide O autor obteve células tumorais hiper-telraplóides, 

como conseqüência da possível resposta imune efetiva temporária produzida pelo 

animai contra o inócu!o. Alterações no número de cromossomos, "virulência" e no padrão 

invasivo, foram observadas por HAUSCHKA e! ai. (195511956) em seus estudos, 

investigando a função da imunosseleção na relação entre hcteroploídia e especificidade 

reduzida para !rês sublinhagens do lmlossarcoma ascltico 6C3HED (origem C3H). Ainda 

testes de hemaglutinação demonstraram que pequenos resíduos de células do tumor 

díplóide, persistindo na ascite tetraplóide, deram reação positiva com o genótipo dos 

camundongos nos quais o tumores originou. Esta minoria de células diplóídes são 

gradualmente resselecionada para predominar na população neoplásica, após o tumor 

lar retornado pera o animal da linhagem, no qual este surgiu. 

Alterações nas células tumorais foram também detectadas nas- linhagens 

mantidas "in vílro". Trabalhando com três linhagens do hepatoma Novikoff de ratos em 

cultura HSU f\960) observou que as mesmas perderam a transplantabiiidade quando 



inoculadas em animais susceptlveis, Entretanto, tomaram os receptores imunes ao 

implante das células malignas crescendo "in vivo", A perda de transplanlabilidade, 

mesmo em camundongos irradiados e a induçao de proteção contra os inócuJos das 

linhagens dos tumores ascllos de Ehrlich; TA3 e 6C3HED foram obseMtdas por 

MORGAN el aL (1970), que avaliou as caraclerlsticas desses tumores crescendo " in 

vítro". ENG e! ai. (1970) demonstraram proteção contra as células 6C3HED crescendo 

"in vivo" após o inóculo prévio de suas correspondentes crescendo "in vitro", Os 

autores obseMtram que eslll proteção foi mediada por anticorpos, como revelaram os 

testes de citotoxidade realizados "in vitro" com soro dos animais imunes, acrescidos do 

soro de coelho, como fonte de complemento, 

Considerando o fato dos tumores serem conslituldos por uma população 

de células heterogêneas e apresentarem uma linhagem de célula precursora que 

descraile a progressão do tecido neoplàsico, NOWEEL (1976) sugeriu o modelo da 

evolução clonal das populações da célula do tumor. Nessa contexto, o inicio do tumor 

ocorre e!ravés de uma alteração induzida em uma célula normal única. Com o decorrer 

do tampo, como resultado da ins!llbilidade genética na expansão da população do tumor, 

células mutantes são produzidas, A maioria dessas células é eliminada, devido a 

desvanlagem no metabolismo ou destruição imunológica, porém ocasionalmenla uma 

das células tem vanlllgens seletivas adicionais com respeito á célula do tumor original, 

bem à células normais, e essa mutante toma-se & precursora de uma nova 

subpopulaç~o predominante. A interação entre essas novas subpopulaçOes de células 

formadas e!ravés da mutação e as subpopulações de origem foi avaliada por BIDDISON 

& PALMER (1977), utilizando células tumorais P-815-Y (uma variante do mastocitoma 

de camundongo P-815). Esses autores observaram que, quando as células mutantas 

foram colellldas a partir da cavidade peritoneal logo após a fase de rejeição parcial do 

tumor, essas foram menos senslveis do que as células do tumor original a linfócitos T 

citotóxicos (CTL) presentes no exsudato peritoneal dos mesmos camundongos. Como 
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hipótese, os autores sugerem que isso pode ter ocorrido ou pelo aparecimento de 

variantes estáveis que perderam antígenos ou por um fenômeno de modulação. Dentro 

desse mesmo aspecto, a vaoíante P815-X2 foi investigada por UYTTENHOVE et ai. 

(1983). Esses investigadores demonstraram que, quando as células tumorais escapam 

da eliminação devido á rejeição imune, o hospedeiro não se apresenta imunossuprimido. 

Isso foi mostrado pela rejeição de células P-815 (tumor de origem) injetadas nessa fase, 

e que as células emergentes ( P815-X2) foram menos sensíveis aos CTL quando 

comparadas com as células P-815. Sugerindo dessa forma que a resistência não é 

devida à modulaçao, porém á presença de variantes estêveis que tenham perdido 

algumas das especificidades antigênicas associadas ao tumor original P-815. 

Nessa mesma linha de pesquisa, AABO e! ai. ( 1987) estudaram a interação 

celular "in vivo• entre duas subpopulações do EAT (E1.15 e E1.95) crescendo 

subcutaneamente e intraperitonealmente em camundongos NID competentes. 

Observaram que, quando essas células foram misturadas e inoculadas 

subcutaneamente, houve uma inibição do crescimento das células E1 .95 (não 

imunogênicas). Por outro lado, o crescimento de ambas as células tumorais na cavidade 

peritoneal não demonstrou influenciar o crescimento das mesmas. Concluiram que 

essas manifestações são dependentes de contato a provavelmente a resposta imune 

mediada por célula T, trazidas à tona pela subpopulaçao imunogênica, foi a causa da 

inibição do crescimento da E1.95. Em seqüência aos estudos, AABO et ai. (1989) 

estenderam suas observações, acrescentando uma linhagem de célula geneticamente 

diferente (leucemia P-388) das subpopulações de células do EAT (E1.15 e E1.95). Os 

resultados obtidos após o inóculo subcutâneo de todas as células juntas revelaram que 

as células E 1 . 15 inibem o crescimento das E 1 .95, entretanto, não aliaram o crescimento 

das células P-388. Isso indica que, além do contato entre as células, é necessário a 

existência de uma semelhança genética entre as mesmas. 

Pelo exposto, podemos observar que o tumores experimentais foram 
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analisados sob diferentes pontos de vis!a, como também em diferentes condições. Para 

tanto, esses tumores tem sido mantido "in vivo" - por passagens sucessivas em animais 

susceptiveis -e "in vitro"- através de meios de culturas ou por técnicas de congelamento. 

Embora tumor de Ehrlich tenha sido analisado sob diferentes aspectos, atualmente 

pouco pudemos encontrar na literatura sobre seu desenvolvimento em relação à vários 

constituintes sorológicos, o que foi o objetivo desse trabalho. Além disso, foi também 

nosso objetivo analisar a presença da imunidade concomítante nesse modelo 

experimental. 



MATERIAL f: MÉTOJ)OS 



MATE~AL E MÉTODOS 

1. Animais. 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, não 

isogênicos, pesando de 25 a 30g, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade 

Estadual de Campinas (CEMlB) - UNICAMP. Durante a fase experimental, os animais 

foram mantidos no Biotério da Disciplina de Farmacologia da Faculdade de Odontologia 

de Piracicaba/UNICAMP, recebendo ração balanceada e água" ad libitum ".Segundo os 

dados contidos no certificado de qualídade genética-sanitária expedido pelo 

CEMIBIUNICAMP, os animais apresentavam-se livres de doenças virais e parasitárias 

especificas, enquanto mantidos no Centro de Bioterismo< 

2. Tumor experimentat 

O tumor utilizado como modelo experimenta! foi o Tumor de Ehrlich 

(EAD originalmente descrito por EHRUCH (1906}, obtido junto à Faculdade de Medicina 

Vetarinaria e Zootecnia da Universidade de São Paulo, Área de Patologia Experimental e 

Comparada, cedido gentilmente pelo Prol. Dr. José Luiz Guerra (linhagem 1-G) e 

posteriormente o mesmo tumor foi obtido através da SIR WILLIAM DUNN SCHOOL OF 

PATHOLOGY/ University oi Oxford cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Mike G. Simpkins 

(linhagem 2-S). Originalmente as linhagens de células repressntam um 

adenocarcinoma mamário isolado de camundongos fêmeas, que cresce em várias 

linhagens desta espécie na forma ascitica, quando inoculadas intraperitonealmente, e 

na forma sólida, quando inoculadas subcutaneamente. A amostra designada linhagem 

1...Q estava sendo mantida pela passagem seriada a anímaís susceptíveis "in vivo", 

enquanto que as células pertecen!es á linhagem 2-S estavam sendo mantidas 



congeladas em 90% (MEM 10% FCS) e 10% DMSO (SIMPKINS, 1993 comunicação 

pessoal). 

2. 1. Manutenção do tumor de Ehrlich. 

Ambas as linhagens do tumor foram mantidas no Laboratório da 

disciplina de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba na 

forma asci!Jca em camundongos Swiss (item 1). Para tanto, cerca de 0,1 ml do fluido 

ascllico contendo aproximadamente 1 ,O x 106 células tumorais ( SUGIURA, 1965), foi 

obtido de um animal portador do tumor ascltico com 7 dias de desenvolvimento e 

imediatamente inoculado intraperi!onealmente em camundongos normais. Esse 

procedimento foi repetido a ceda 7 dias, durante todo o tempo de experimentação 

(SYKORA, 1961). Atualmente, essas células encontram-se congeladas á -700C, diluldas 

em glícerol na concentração final de 5 a 10%. 

2. 2. Preparo das células tu morais para inoculação. 

O preparo das células tumorais para inoculação incluiu a lavagem, 

contagem, teste de viabilidade e padronização das mesmas. Camundongos portadores 

de tumor na sua forma ascitica, com 7 dias de desenvolvimento, foram sacrificados com 

vapor de éter et!lico e fixados em decúbito dorsal em suporte apropriado. Após depilação 

e assepsia da parede abdominal com iílcool iodado, esta foi excisada com tesoura 

cinírgica de ponta fina para a introdução de seringa de plástico de 1 ml, sem agulha, a 

fim de retirar o fluido ascllico (Fig. 1). Esse fluido, contendo células tumorais, foi 

colocado em tubo de ensaio esterilizado, sendo posteriormente transferido 1 ml do 

mesmo pera um tubo de ensaio com rosca e esterilizado, contendo 4 ml de Tampão 

PBS (Tampão Fosfato-Salina) em pH 72 e centrifugado a 1.000 rpm durante 5 minutos 



(centrifuga Alpha, mod. 1-A). O sobrenadante foi desprezado e o centrifugado (células 

tumorais) ressuspenso no mesmo tampão. Esta operação foi repetida por duas vezes, 

obtendo-se finalmente, a suspensão padrão em 5 ml de Tampão PBS. Entretanto, 

quando o fluido ascltico se apresentava hemorrágico - principalmente o das amostras 

obtidas da línhagem 2-S - foi realízada lavagem prévia, com PBS até que nêo 

houvesse mais a presença de hemácias na amostra (Fig. 2). Seguiu-se, entao, a 

contagem e teste de viabilidade das células tu morais. Para tanto, a suspensão de células 

foi dilulda 1:10, lendo como diluidor o PBS e posteriormente nova dilução a 1:10, tendo 

como diluidor Azul de Trípan 0,1%, diluído 1:4 em solução salina 

(PAPPENHENHEIMER, 1917). A fórmula final para a determinação do numero de 

células viáveis foi deduzida segundo CAMPBELL & CAMPBELL (1986), (ver apêndice). 

Todo o material utilizado apresentou, via de regra, uma viabilidade 

celular em torno de 90%, ou seja, 10% das células apresentavam coloração azul, o que 

significava serem estas células não viáveis, uma vez que o sistema de permeabilidade 

seletiva se encontrava inativo. A concentração de células viáveis foi ajustada de acordo 

com os experimentos realizados 

3. Procedimento experimentaL 

3, 1, Obtenção do soro de camundongos para testes sorológícos e 

eletroforese. 

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

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

Linhagem 1-G • Os animais foram divididos em 6 grupos de 30, sendo 

3 grupos experimentais, diferindo entre si pela via de inoculação utilizada e o volume 

final inoculado, uma vez que o número de células tumorais foi o mesmo para todos os 



grupos (2,0 x 1o6 células). 

Grupo A -via intraporitoneal- 0,1 ml (EAT 1l· 

Grupo B- via subcutânea- 0,05 ml no coxim plantar do membro posterior (EAT 1-P). 

Grupo C- via subcutânea- 0,05 ml na região dorsal (EAT 1-D). 

Os 3 grupos restantes representaram o controle do Grupo A (EATj-C); 

Grupo B (EAT 1-PC) e Grupo C (EAT j·DC). Os grupos foram posteriormente 

subdivididos em 6 subgrupos de 15 animais, sacrificados nos respectivos porlodos de 7 

e 13 dias do desenvolvimento do tumor. 

Linhagem 2·S - Os animais foram divididos em 2 grupos de 30, sendo 

um grupo experimental inoculado com 2,0 x 106 células em um volume final de 0,05 ml 

no coxim plantar do membro posterior (EAT 2-P) e o outro grupo recebeu um inóculc. de 

0,05 ml de PBS no coxim plantar do membro p~sterior, repr.;,sentando o controle (EAT 2-

PC). Nao hov'e a obtençao do soro dos animais apresentando a forma ascltíca, devido 

ao fato doc animais inoculados tntraperitonealmente com essas células apresentarem um 

tempo de sobrevida curta, em média 5 dias e fluido ascltico altamente hemorrágico. 

Posteriormente esses grupos foram subdivididos em 2 grupos de 15 animais e 

sacrificados nos respectivos períodos de 7 e 13 dias do desenvolvimento do tumor. 

Decorridos os períodos, os camundongos foram anastesiados com vapor de éter elllico, 

sendo que a regiao ventral esquerda foi tricotomizada com posterior assepsia. Com o 

auxilio de uma tesoura reta de ponta fina, fez-se a incisão na pele e, em seguida 

divulsão com uma tesoura de ponta reta romba até localizar-se a artéria braquial, a qual 

foi seccionada. Com o auxilio de pipeta Pas!eur. coletou-se o volume total de sangue em 

tubos, os quais foram deixados por um período de 2 horas á temperatura ambiente para 

coagulação. Decorrido esse tempo, os tubos foram cen!rilugados a 16.000 rpm durante 

30 segundos ( microcentrífuga lncibrás, mod. Spin 1 ), transferindo-se em seguida o soro 

para novos tubos, os quais foram rotulados e estocados a -280C. 
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3. 2. Eletroforese 

3. 2.1. Eletroforese em gel de agarose e Densitometria. 

As amostras do "pool" .do soro de camundongos portadores do tumor na 

forma sólida EAT-P (linhagens 1-G e 2-S) e na forma ascl!ica EAT (linhagem 1-G) e 

seus respectivos controles, obtidos nos perlodos de 7 e 13 dias, foram submetidas à 

técnica de ele1rolorese em agarose segundo HJERTÉN (1961) em !amplio 

veronai/EDTA 0,05 M- pH 8.6 (ver Aplindice). 

Os traçados densitométricos foram realizados, utilizando-se o 

densilômetro modelo Auto-Sacnner- Flur-vis, marca HELENA LABORATORY- U.S.A.. 

3. 2 .2. Eletroforese em gel de poliacrilamida. 

As amostras do soro obtidas dos animais inoculados com EAT linhagem 

1-G (EA T 1 ; EA T 1·D e EA T 1-P) foram submetidas á técnica de eletroforese em gel de 

poliacrílamida- Dodecilsulfato de Sódio (PAGE-SDS), segundo LAEMMLI (1970), em 

slsteme descontlnuo de tampão 0,25M de Tris e 0,192M de Glicina e 0,1% de SDS em 

pH 8.3 (LAEMMLI, 1970) com gel espaçador 2,5% e o gel separador 7,5%. (ver 

Apêndice). 

3. 3. Anti-soros. 

Soros de camundongos normais já descritos no item 3.1. foram usados 

no preparo de anti-soro total. Coelhos pesando em média 2,5 Kg foram inoculados 

próximo ao linfonodo (OLIVEIRA, 1975) com antlgenos (soro total de camundongos). As 

injeções foram feitas com 0,5 ml de soro emulsionado em adjuvante de Freund 

incompleto (15% de lanolina + 85% de Nujol) em partas iguais (v\v). Os demais anti­

soros utilizados nos diversos testes sorológicos foram obtidos comercialmente da W.L. 
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lmunoqulmica, codificados como: lg de carneiro anti-lg total de camundongo (IM:203.3); 

e lgG de carneiro anti-lgG de camundongo (IM:306.1 ) e soro de cabra anti­

complemento C3c (GAMIC3c) obtido comercialmente da Nordlc & lmmunology 

Laboratories, Netherlands. 

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

Preliminarmente à injeçao do antlgeno, foi feita uma sangria e o soro de 

coelho normal (SN) identificado foi, conservado em congelador (-280C) para testes 

posteriores de controle na determinação do anllgeno. Iniciou-se a sangria em intervalos 

de mesmo espaço de tempo, para a obtenção do anti-soro (AS). Nas sangrias, foi feito 

um pequeno corte longitudinal na veia 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 a 2 horas) para a coagulação, sendo então transferido para tubos e centrifugados a 

16.000 rpm durante 30 segundos (microcentrlfuga lncibrás, mod. Spin 1 ), obtendo-se o 

soro. o qual foi identificado e mantido em congelador (-28'C) 

3. 5. Sorologia ou testes sorológicos 

3. 6.1. Determinação do título do anti-soro. 

Foram utilizados testes sorológicos de dupla difusão em ágar 

(OUCHTERLONY, 1949) na determinação do titulo do anti-soro obtido. Os anti-soros 

foram diluldos em NaCI a 0, 15M, seguindo-se progressão geométrica de razão 2. 
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3. 5. 2. lmunoeletroforese. 

Testes sorológicos de lmunoeletroforese segundo GRABAR & 

WILLIAMS (1953), foram feitos usando-se lmunoglobulina (lg) de coelho anti-soro de 

camundongo total, obtido conforme descrito no item 3.3. e 3.4. Este anti-soro foi usado 

em reação com o soro individual e "pool" (associação de 5 diferentes soros) do soro de 

camundongos (Ag) inoculados com o tumor de Ehrlich linhagem 1-G, apresentando 

crescimento ascltico (EAT1) e sólido (EAT1-P e EAT1-D) e seus respectivos controles, 

obtidos nos perlodos de 7 e 13 dias (item 3.1.). Testes de imunoeletroforese foram 

realizados utilizando-se lg de carneiro anti-lg total de camundongo (IM: 203.3) em reação 

com "pool" do soro de camundongos (Ag) portadores do tumor na forma sólida EAT-P 

(linhagens 1-G e 2-S) e na forma ascltica EAT (linhagem 1-G) e seus respectivos 

controles, obtidos no perlodo de 7 e 13 dias (ítem 3.1.). A difusão ocorreu em câmara 

úmida por um perlodo de 24 horas, seguida por lavagem em solução de NaCI 0 ,15M sob 

agitação constante. A secagem do gel foi realizada com papel de filtro. Posteriormente, 

as lâminas foram coradas com Amído-Biack a 0,02%, descoradas em ácido acético 7% e 

fotografadas (ver Apêndice) . 

3. 5. 3. lmunodifusão radial simples 

Testes de imunodifusão radial simples descrito por MANCINI et ai. 

(1965) foram realizados usando-se soro de carneiro anti-lgG de camundongo (W.L. 

imunoqulmica-IM 306.1), em reação com "pool" do soro de camundongos portadores da 

forma sólida do tumor EAT-P (linhagens 1-G e 2-S) e a forma ascltica EAT (linhagem 1-

G) e seus respectivos controles, obtidos no periodo de 7 e 13 dias (item 3.1.) (ver 

Apêndice). 
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3. 5. 4. lmunoeletroforese em foguete (Rocket). 

Testes sorológicos de eletroforese em foguete (Rocket), segundo CLARKE 

& FREEMAN (1967) foram realizados usando-se soro de cabra anti-C3c do 

complemento (GAM/C3) em reaçao com "pool" de soro de camundongos portadores de 

tumor na forma sólida EAT-P (linhagens 1-G e 2-S) e na forma ascltica EAT (linhagem 1-

G) e seus respectivos controles, obtidos no perlodo de 13 dias (item 3.1.) (ver Apêndice). 

3. 6. Monitoramento do crescimento do tumor Ehrlich linhagens 1-G e 2-S , 

na sua forma sólida. 

Após as células terem sido colhidas e lavadas com PBS, foram 

ajustadas para as concentrações 1 ,O x 101; 1 ,O x 102; 1 ,O x 1o3; 5,0 x 103; 1 ,O x 104; 

5,0 x 104; 1,0 x 105; 5,0 x 1oS; 1,0 x 106" 5 x 106 células viáveis, as quais foram 

utilizadas para o inóculo de 16 grupos de 1 O animais, que receberam as concentraÇôes 

citadas no coxim plantar direito em um volume final de 0,05ml. Observações 

macroscópicas foram realizadas diariamente, analisando o crescimento do tumor. 

3. 7. Padronização da curva de crescimento da forma sólida do tumor de 

Ehrlich em camundongos. 

Com o propósito de padronizar o perfil da curva de crescimento do 

tumor de Ehrlích na sua forma sólida, de ambas as linhagens (1-G e 2-S), diferentes 

grupos de camundongos foram inoculados com diferentes suspensões de células 

(descrição abaixo) do tumor asc!tico de Ehrlích dilu!das em solução salina tamponada 

(PBS) em um volume final de 0,05 ml 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, modelo 599-571-3). 

Linhagem 1-G- Grupo I - 1 ,O x 1 O 7 células 

Grupo 11 - 5,0 x 106 células 

Grupo 111 - 2,5 X 1 06 células 

Grupo IV - 1 ,O x 1 Q6 células 

Linhagem 2-S -Grupo I - 5,0 x 1 o6 células 

Grupo 11 -2,5 x 106 células 

Grupo 111 - 1 ,O x 1 o6 células 

Grupo IV - 5,0 x 1 o5 células 

3. 8. Imunidade concomitante. 

Com o objetivo de avaliar a capacidade de camundongos portadores 

dos tumores (linhagens 1-G e 2-S) de rejeitar um segundo inóculo do mesmo tumor, 

foram utilizados 40 (quarenta) animais divididos em 4 grupos de 10 (dez) animais, 

sendo 2 grupos experimentais e 2 grupos controles. Dez animais pertencentes ao grupo 

experimental (linhagem 1-G) foram inoculados com 5 x 1 o6 células e outros dez animais 

pertencentes ao grupo experimental (linhagem 2-S) foram inoculados com 2,5 x 106 

células em um volume de 0,05ml por via subcutânea no coxim plantar direito do 

membro posterior. Os grupos controles de ambos os experimentos com igual número de 

animais receberam 0,05ml de PBS subcutaneamente no coxim plantar direito do 

membro posterior. Após 12 dias do primeiro inóculo (GUERRA, 1983 e DECKERS. e! 

ai., 1973), os 4 grupos de animais receberam um segundo inóculo de 1 ,O x 106 células 

tumorais, em volume total de 0,05ml por via subcutânea no coxim plantar do membro 

posterior esquerdo. A taxa de crescimento do tumor foi avaliada diariamente durante todo 
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o período estudado, utilizando-se um paquímetro digital (Browni & Sharpe, modelo 599-

571-3). 

3. 9. Contagem de cromossomos. 

Com o propósito de verificar o número moda! do tumor Ehrlich linhagens 

1-G e 2-S, camundongos foram inoculados intraperitonealmente com 0,1 ml de fluido 

asc!tico, proveniente de camundongos portadores do tumor com 7 dias de 

desenvolvimento. Após 4 dias da inoculação, os animais receberam via intraperitonea! 

uma dose de 0,34 ml de uma solução 0,006% de colchicina por 10g do peso corporaL 

Após 22 horas, os animais foram sacrificados e as amostras obtidas ( ISING, 1955), para 

o preparo citológico e coloração das lâminas (ver Apêndice). 

3.10. Determinação da concentração de proteína total. 

A proteína total solúvel foi determinada também usando o "pool" do soro de 

camundongos inoculados com células tumorais das linhagens 1-G e 2-S no coxim 

plantar do membro posterior e de animais inoculados com EAT linhagem 1-G via 

intraperitoneaL Para tanto foi utilizado a Micro-técnica do biureto (GOA, 1953), através 

do espectrofotômetro marca Technicon, modelo RA 1000. 

3.11. Análise histológica 

Fragmentos da forma sólida do tumor de Ehrlich obtido do coxim plantar do 

membro posterior de camundongos foram fixados em formal a 4%; desidratado em 

seqüencía crescente de álcool; díafanizados com xilol e íncluldos em parafina 

histo!ógíca. Nos blocos, assím obtídos, foi realizada microtomia conseguindo cortes 

histo!ógicos com 5 micra de espessura, os quais foram submetidos à coloração de rotina 
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por hematoxilina (di Carazzi) e eosina (de Lison). 

3.12. Análise estatística. 

As comparações estatlsticas foram feitas através de análise de variância 

em parcelas subdivididas (split-plot). 

A comparação das médias foi feita através da aplicação do teste de Tukey, 

ao nlvel de 5% (VIEIRA, 1991). 
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Figura 1- Obtenção do nuido ascítico, contendo as células tumorais. 

Figura 2 - Sedimento do fluido ascítico após a centrifugação, obtido de camundongos com 
EAT-Iinhagem 1-G, 7 dias de desenvolvimento 
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RESULTADOS 

Camundongos machos da linhagem Swiss não isogênicos, foram 

inoculados com uma suspensão padrão de células tumorais, conforme descrito em 

material e métodos (item 2.2). A Fig.3 mostra os resultados obtidos após 13 dias do 

implante do tumor ascltico 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 microscópico do fiuido ascltico desses animais 

apresentou células esféricas com núcleo volumoso e com um ou mais nucléolos 

proeminentes (Fig. 4). 

A Fig.S mostra o resultado obtido com camundongo inoculado 

subcutaneamente com tumor de Ehrlich na sua forma sólida, no coxim plantar de um 

dos membros posteriores. O exame macroscópico desse tumor, apresentou uma massa 

palpável, de consistência firme, aspecto homogêneo, coloração branca e brilhante, 

facilmente destacável das demais estruturas. O exame pela microscópia óptica de rotina 

(H.E.) desse tumor (Fig. 6) revelou um agrupamento de células neoplásicas 

arredondadas, com contornos celulares nltídos, aparentemente com pouco citoplasma e 

com pleomorfismo celular. 

1. Eletroforese 

1.1. Eletroforese em agarose e densitometria. 

Os resultados obtidos pela técnica de eletroforese em agarose realizada com o 

"pool" do soro de camundongos inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-S, 

apresentando 7 dias de desenvolvimento e os respectivos controles, revelaram a 

presença de 3 regiões distintas: albumina, alfa-2 globulina e beta globulina. As amostras 

obtidas com 13 dias do desenvolvimento dos mesmos tumores apresentaram, além 
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disso, a região da gamaglobulina. As amostras controles desses perlodos apresentaram 

as mesmas regiões das amostras ob~das dos animais com tumor com 7 dias de 

desenvolvimento (Figuras 7; 8; 9 e 1 O). A Tabela 1 mostra a concentração de protelna 

total e a concentração de pro!elna das diferentes frações em gramas por 1 00/ml das 

amostras obtidas, nos perlodos de 7 e 13 dias, de ambas as linhagens do EAT, e as dos 

respectivos controles. As frações protéicas foram calculadas a partir do traçado 

densitométrico (Figuras 9 e 1 O) e da concentração de protelna total. A determinação da 

concentração de protelna total das amostras foi efetuada através da micro-técnica do 

. Biureto (GOA, 1953), utilizando o espectrofotõmetro marca Technicon, modelo RA 1000. 

Conforme exposto na Tabela 1 , as concentrações de proteína total do "pool" do soro dos 

animais com 7 dias de desenvolvimento do tumor linhagens 1-G e 2-S, variaram entre 

4,0 e 4,40 g/100 ml. Já os respectivos controles apresentaram uma variação entre 4,08 

e 4,40 g/1 OOml. Com relação aos valores das concentrações de proteína 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/1 OOml. Uma variação similar foi observada nos grupos 

controles (4,50 e 4,80 gl100ml). Os valores obtidos com a determinação de protelna total 

para o grupo tratato (tumor) e o grupo controle (PBS), obtidos nos perlodos de 7 e 13 

dias do desenvolvimento do tumor, foram analisados estatisticamente. As médias dos 

valores da concentração de proteina total das amostras obtidas no sétimo dia e no 

décimo terceiro dia dos grupos tratados e controles foram Xt = 4,27 e Xç = 4,23; Xt = 

4,80 e Xç = 4,63 respectivamente, conforme expresso na Tabela 2. Observamos que 

houve um aumento em percentual na concentração de protelna total do grupo tratado em 

relação ao grupo controle de 0,94% e de 3,67% respectivamente para as amostras 

obtidas dos animais com 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor, como mostra a 

Tabela 2. 

Analisando os valores obtidos para cada fração protéica apresentado na 

Tabela 1, observamos uma variaçao entre 2,44 e 2,77 g/100ml na concentraçao de 
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albunima no grupo de animais com 7 dias de desenvolvimento do tumor; em ambas as 

linhagens, porém seus controles também apresentaram concentrações aparentemente 

com poucas diferenças de valores (2,64 a 3,09g/1 OOml). No grupo de animais com 

tumor de 13 dias de desenvolvimento, de ambas as linhagens, as concentrações de 

albumina variaram entre 2,25 e 2,79g/100mL Já para os animais controle deste grupo, os 

valores variaram entre 2.89 e 3,28g/100mL As médias desses valores foram de x1 = 2,66 

e XC= 2,83 e de Xt = 2,45 e XC = 3,14 respecitivamente para as amostras obtidas nos 

perlodos de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor, conforme mostra a Tabela 2. O 

cálculo do percentual da diferença entre as médias dos grupos tratado e controle, com 

relação ao grupo controle, revelaram uma diminuição de 6,0% da concentração de 

albumina nas amostras obtidas no perlodo de 7 dias. Já nas amostras obtidas no perlodo 

de 13 dias de desenvolvimento do tumor, o percentual da diferença foi de 21,97% como 

exposto na Tabela 2. Notamos, portanto, diferenças nos valores de albumina entre os 

grupos de animais com tumores de 7 e 13 dias de desenvolvimento. Também foram 

notadas variações das concentrações entre o grupo controle e tratado. 

As concentrações das protelnas da fração alfa-2 globulina variaram entre 

0,65 e 0,92g/1 OOml no grupo de animais com 7 dias de desenvolvimento do tumor em 

ambas as linhagens, porém seus controles também apresentaram concentrações 

aparentemente com poucas diferenças de valores ou seja 0,60 e 0,88g/1 OOmL No grupo 

de animais com tumor de 13 dias de desenvolvimento de ambas as linhagens, as 

concentratações de alfa-2 globulina variaram entre 0,73 e 1,25g/100mL Valores variando 

entre O, 58 e 0,96g/1 OOml foram observados nas amostras obtidas do respectivo grupo 

controle (Tabela 1). As médias obtidas a partir dos valores da concentração das 

protelnas da fração alfa-2 foi de Xt = 0,80 e Xc = O, 7 4 para as amostras obtidas dos 

animais com tumor de 7 dias de desenvolviemnto e de Xt = 1,05 e "<: = 0,80 para as 

amostras colhidas de animais com 13 dias de desenvolvimento do tumor, valores 

mostrados na Tabela 2. O cálculo do percentual da diferença entre o grupo tratado e o 
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grupo controle, com relação ao grupo controle, demonstraram um aumento de 8,1 O% e 

de 31 ,25% na concentração das prote!nas da fração alfa-2 globulina das amostras 

obtidas nos per!odos de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor respectivamente. De 

acordo com esses valores pudemos observar um aumento na concentração da fração 

alfa-2 com o desenvolvimento do tumor. 

Com relação as concentrações das proteinas da fração beta globulina, a Tabela 1 

mostra uma variação entre 0,64 e 0,98g/100ml no grupo de camundongos com 7 dias de 

desenvolvimento do tumor, em ambas as linhagens, e uma variação entre 0,60 e 0,88 

nos animais controles. Já valores variando entre 0,90 e 1,18g/100ml foram observados 

no grupo de animais com tumor de 13 dias de desenvolvimento. Uma variação entre 

0,64 e 0,75 foi verificada no grupo de animais controles deste periodo. As médias desses 

valores foram de xr 0,81 e X(;= 066 e de Xr 1 ,02 e X(;= 0,99 respectivamente para 

as amostras obtidas nos perlodos de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor. Já os 

valores obtidos da diferença entre o grupo tratado e controle, com relação ao controle, 

em percentagem, revelaram um aumento na concentração das proteinas da fração beta 

globulina de 22,72% e de 47,8% respectivamente para as amostras obtidas nos per!odos 

de 7 e 13 dias de desenvolvimento do tumor, como exposto na Tabela 2. Notamos, 

portanto um aumento nos valores da fração beta globulina entre os grupos de animais 

com tumores e seus controles. Também notamos um aumento na concentração das 

protelnas da fração 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 presença de 

18 e 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 0,26 (linhas 1 a 3 e 7 a 12) e de 

0,88 (linhas 7 a 12), com ausência para os controles; e uma banda de coloração mais 

difusa e intensa com Rm 0,33 (linha 8), conforme-se pode verificar na Figura 11. Os 

resultados obtidas com as amostras de 13 dias de desenvolvimento do tumor, cujos 

perfis eletroforéticos estão expostos na Figura 12, detectaram a presença de 01 banda 

adicional. Isso se pode observar na porção de baixo peso molecular, ou seja com Rm 

0,88, quando comparados aos controles, e a presença de bandas com Rm O, 11 ; o, 12 ; 

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

2. Testes sorológicos. 

2.1. Título do antissoro 

O titulo do anti-soro, obtido a partir de combinações homólogas, em testes 

sorológicos de dupla difusão (OUCHTERLONY, 1949) foi de número 16. Esse anti-soro 

foi obtido pela injeção do soro total de camundongo em coelho. 

2. 2. lmunoeletroforese. 

Reações de imunoeletroforese em agarose, com soro individual e 'lpoo/", de 

soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do tumor com 7 dias de 

desenvolvimento, revelaram a presença de 7 sistemas imunoprecipitantes. Essas 

reações foram realizadas com soro de coelho anti-soro total de camundongo (anti-soro 

obtido conforme o item 2.3 e 2.4 descritos em material e métodos) Resultados similares 

foram obtidos com os respectivos controles. Os resultados destas reações encontram~se> 

expressos no esquema 1. As reações sorológicas dB imunoe!etroforese realizadas com 

soro individual e "pool" do soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do tumor 

com 13 dias de desenvolvimento, usando-se o mesmo anti-soro da reação 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 reações de 

imunoeletroforese em agarose. Tais reações foram realizadas entre o "pool" do soro de 

camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S (obtidos nos perlodos de 7 e 13 

dias de desenvolvimento do tumor) e o soro de carneiro anti-lg total de camundongo. Os 

resultados apresentaram a formação de 4 sistemas de preciptação. 

2. 3. lmunodifusão radial. 

Os resultados obtidos com o emprego da técnica de imunodifusão radial 

entre o "pool' do soro de camundongos, portadores do EAT linhagens 1-G e 2-S em 

reação com lgG de carneiro anti-lgG de camundongo, demonstraram diferenças nos 

halos de precipitação, quando comparados (Fig. 13). A Tabela 3 mostra as medidas do 

diâmetro dos anéis de precipitação formados ao redor de cada oriflcio (local de aplicação 

das amostras). Esses dados mostraram valores de 3,0, 3,7 e 3,7 mm (linhas 2; 3; 6) para 

as amostras dos animais portadores do tumor de 7 dias. Já valores da ordem de 4,0, 

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 

aumento nos halos de precipitação durante o desenvolvimento do tumor. 

2. 4. lmunoeletroforese em foguete. 

Os resuitados obtidos através da técnica de eletroforese em foguete com 

"pool" do soro de camundongos, portadores do EA T linhagens 1-G e 2-S com 13 dias de 

desenvolvimento em reação com soro de cabra anti-complemento C3c (GAM/C3c), 

mostraram diferenças no pico eletroforético, quando comparados. Uma diminuiçao mais 

acentuada desse componente foi observada no soro dos animais inoculados com EA T 

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



3. Monitoramento do crescimento do tumor na sua forma sólida linhagens 1-G e 

2-S. 

Os resultados obtidos das observações realizadas diariamente após o 

inóculo de diferentes concentrações de células tumorais, conforme descrito em material 

e métodos item 3.6., encontram-se na Tabela 4. Os dados revelaram que para a 

linhagem 1-G a concentração de células necessária para desenvolver o tumor em 

100% dos animais receptores foi de 1 ,O x 106 células e de 5,0 x 105 células para a 

linhagem 2-S, inoculado em um volume final de 0,05ml. 

4. Padronização da curva de crescimento da forma sólida do tumor de Ehrlich em 

· camundongos. 

O teste de Tukey, referente aos dados obtidos no experimento utilizando a 

linhagem 1-G apresentados na Tabela 5, demonstrou que não houve diferença 

significativa entre os grupos no tempo zero, indicando uma homogeneidade entre os 

mesmos. A comparação dos dados obtidos pelo teste de Tukey nos grupos, depois do 

tempo zero, revelou que os grupos I e 11 apresentaram diferença significativa, a nlvel de 

5%, no segundo dia de mensuração com os grupos 111 e IV. Diferença significativa foi 

observada a partir do quinto dia de desenvolvimento do tumor para o grupo 111 e IV. 

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

cada grupo, demonstraram que: 

Grupo I - apresentou um crescimento com taxas variáveis; 

Grupo I! - apresentou um crescimento exponencial até o quarto dla, com diferença 

significativa entre os dias de medidas, passando posteriormente a um 

crescimento moderado, não apresentando diferença significativa entre os 
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dias consecutivos; 

Grupo 111 - apresentou um crescimento moderado até o terceiro dia de desenvolvimento 
' 

uma vez que o teste de Tukey demonstrou não haver diferença significante 

entre os dias consecutivos até esta data. Posteriormente passou a ter um 

crescimento exponencial, apresentando diferença significativa entre os dias 

consecutivos; 

Grupo IV - não apresentou diferença significativa entre as medidas realizadas 

díariamente. Entretanto, relacionando o tempo zero com os demaís, 

observa-se diferença siginificativa a partir do terceiro dia do experimento. 

Esses dados estão demonstrados na Figura 15, a qual expressa o 

incremento em relação à 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 os grupos 

no tempo zero de experimentação para a linhagem 2-S, demonstrando uma 

homogeneidade entre os grupos utilizados para o estudo, o que pode ser observado na 

Tabela 6. 

Os resultados do teste de Tukey realizado para a linhagem 2-S revelaram 

que -após o tempo zero - o grupo I apresenta diferença signficativa, a nlvel de 5%, 

quando comparado com os demais grupos. O mesmo ocorreu com o grupo 11, em relaçao 

aos grupos 111 e IV; entretanto, a diferença significativa inicia no segundo dia de 

experimentação. Resultados semelhantes foram obtidos entre os grupos 111 e IV, mas a 

diferença significativa no crescimento só foi observada a partir do quinto dia. 

Os testes de Tukey, aplicados para os grupos, demonstraram que: 

Grupo I - apresentou um crescimento com taxas variáveis. 
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Grupo li - apresenta um crescimento exponencial até o quarto dia, passando em seguida 

para um crescimento moderado, porque o teste de Tukey mostra diferença 

significativa só no periódo inicial. 

Grupo 111 - apresenta um crescimento moderado nos três primeiros dias iniciais. 

Posteriormente demonstrou um crescímento exponencial, o que foi 

confirmado pelo teste de Tukey. 

Grupo IV - apresenta resultados semelhantes aos do Grupo 111, entretanto, diferença 

significativa só foi observada a partir do quarto dia de experimentação. 

A Figura 16 mostra estes dados através do incremento em relação à 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 à análise de variância. Verificou-se que existe diferença entre as 

médias dos grupos, entre as médias de dias consecutivos de medida e existe interação 

entre grupos e dias, isto é, o crescimento no perlodo não é igual para todos os grupos. 

Os resultados da análise de variância encontram-se no Apêndice (Tabelas 1 O e 11 ). 

5. Imunidade concomitante. 

Os experimentos foram realizados conforme descrito em material e 

métodos (item 3.8.). Os dados contidos na Tabela 7 mostram as variações do aumento 

de espessura do coxim plantar de camundongos sensibilizados e reestimulados com 

células do EAT (linhagem 1-G), após o décimo segundo dia de desenvolvimento do 

inóculo primário e o respectivo controle. Os resultados do teste de Tukey demonstraram 

que não houve diferença significativa entre o grupo experimental e o grupo controle no 
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tempo zero, indicando uma homogeneidade entre os mesmos. Estatisticamente não 

houve diferença significativa entre o grupo experimental e o controle, durante todo o 

perlodo estudado, também não se observou variação ao longo do tempo decorrido após 

a inoculação. Entretanto, um aumento discreto de espessura foi observado em ambos 

os grupos (experimental e controle). Isto ocorreu a partir do segundo dia, quando o 

aumento na espessura foi significantemente maior do que no inicio do experimento, 

conforme demonstra a Figura 17, a qual mostra o incremento em relação à média inicial 

(Tab. 7) da espessura (mm) da parte central do coxim plantar do membro posterior de 

camundongos reinoculados após o décimo segundo dia de estimulo inicial na pata 

esquerda com 1 ,O x 106 células/ 0,05ml. As Figuras 19 e 20 mostram, 

respectivamente,o aspecto macroscópio da pata do camundongo reinoculado e do 

respectivo controle. 

A Tabela 8 mostra as variações de espessura do coxim plantar de 

camundongos sensibilizados e reinoculados com células do EAT (linhagem 2-S), após o 

décimo segundo dia do desenvolvimento do inóculo primário e respectivo controle. 

Resultados semelhantes ao da linhagem 1-G foram obtidos no tempo zero 

de experimentação, indicando uma homogeneidade entre os animais utilizados. Os 

testes estatlsticos demonstraram uma diferença significativa, a partir do quinto dia do 

desenvolvimento do tumor entre os grupos experimental e o grupo controle. Por outro 

lado, os resultados esta!lsticos mostram que no grupo experimental não houve variação 

ao longo do tempo decorrido após a inoculação, entretanto, um crescimento significativo 

do tumor no grupo controle foi observado entre os 4' e 5' dias, e entre o 5' e 6' dias de 

desenvolvimento, conforme mostra a Figura 18, a qual expressa o incremento em relação 

à média inicial (Tab. 8) da espessura (mm) da parte central do coxim plantar do membro 

posterior de camundongos reinoculados após o décimo segundo do estimulo inicial na 

pata esquerda com 1 ,O x 106 células/0,05ml. As Figuras 21 e 22 mostram, 
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respectivamente, o aspecto macroscópico da pata do camundongo reinocu!ado e do 

respectivo controle. 

Os dados contidos nas Tabelas 7 e 8 foram submetidos à análise de 

variãncia. Verificou-se não haver diferença significante entre as médias de grupos e 

entre as médias de dias de medida. Também não se observou interação entre grupos e 

dias, isto é, o crescimento no perlodo apresenta ser igual para todos os grupos. Os 

dados da análise de variãncia encontram-se no Apêndice (Tabelas 12 e 13). 

6. Número de cromossomos. 

Conforme descrito em material e métodos, com o objetivo de caracterizar o 

número de cromossomos mais comuns das linhagens tumorais utilizadas, designado 

número moda! (o qual representa a principal linha de célula propagando o tumor) 

procedeu-se à contagem dos cromossomos. A Tabela 9 mostra os resultados obtidos 

após a contagem de 115 células para a linhagem 1-G e 150 células para a linhagem 

2-S. As análises das Figuras 23 e 24, revelaram que o número moda! foi de 62 e 78 

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

Morfologicamente foi posslvel reconhecer a presença de estruturas novas 

em ambas as linhagens utilizadas no presente estudo. Os principais tipos de 

cromossomos novos foram: metacêntricos (Figuras 25 e 26). 
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Figura J - Camundongos da linhagem s·wiss, não isogemcos. a) Camundongo normal, b) 
camundongo com tumor de Ehrl ich linhagem 1-G - 13 dias d<' desenvoivimenio. 

Figura 4 Fotomicrografia de preparação a fresco do fluido ascítico de camundongo 
portador do EA T linhagem 1-G com 7 dias de desenvolvimento, a - células. 
Aumento 660x. 
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Figura 5 - Camundongo da linhagem Swiss, não isogênico portador do Tumor dl' Ehrlich 
Linhagem 1-G na sua forma sólida no coxim plantar de um dos membros 
posteriores. 

F igura 6 - Fotomicrografia de corte histológico do coxim plantar de camundongos inoculados 
com ci>lulas do tumor de Erhlich linhagem 1-G com 7 dias de t?volução. 
Coloração H.E .. Aumento 160x. 
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Figura 7 - Elc.>troforese em gel de agarose, com o "pool" do soro de camundongos 
portadores do EA T linhagens 1-G e 2-S com 7 dias de desenvolvimento. 
Amostras 1) EATt-C; 2) EATt ; 3) EATt-PC; 4) EATt-P; 5) EAT2-PC e 6) 
EAT2-P. 
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Figura 8 - El('troforese em gel de agarOS(', com o "pool" do soro de camundongos 
portadores EAT linhagens 1-G C? 2-S com 13 dias dC' desenvolvimento. Amostras 
1) EAT1-C; 2) EATt ; 3) EATt-PC; 4) EATt -P; 5) EAT2-PC e 6) EAT2-P. 
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Figura 9- Traçados densitométricos das eletroforeses das amostras do soro de camundongos 

inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-S com 1 dias de desenvolvimento c os 
respectivos controles. 

A- EAT1-C e EAT 1 
B- EAT1-PC e EAT1-P 
C- EAT2-PC e EAT2-P 
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Figura 10- Traçados densitométricos das eletroforeses das amostras do soro de 
camundongos inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-S com 13 dias de 
desenvolvimento e os respectivos controles. 

A- EATt-C e EAT 1 
B- EATt-PC e EATr-P 
C- EAT2-PC e EAT2-P 
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Tabela 1- Concentrações em g/1 OOml das frações proteicas e da proteína total do 
"pool" do soro de camundongos portadores do EAT linhagens 1-G e 2-s 
e dos respectivos controles, obtidos nos períodos de 7 e 13 dias do 
desenvolvimento do tumor. 

~ín~:~ens] ____ Amos~r~~~~T ~-~ ~~ 00 
EAT2-PFT 1-C - ~~ 1 ~~gLeEAT 2 -~c-

Dias I Proteínas I --------1 Albumina · 2,44·--2,7'7 2,n-·n-:-s4 --- 2,'ls ___ 3,o9-
1-G e 2-s 1 Alfa-2 globulina 0,92 0,65 0,83 [ 0,88 0,76 0,60 

7 dias ' Be!aiJiobulina 0,64 0,98 0,80 0,88 0,48 0,61 
Proteína total 4,00 4,40 4,40 4,40 4,00 4,30 

I ' ----------------r Alliumiiíll--12,25--2,45~ ts)s ----2~f.l9 ____ 3;28--
1-G e2-s I Alfa-2 globulina /1,25 1,17 0,73 10,86 0,96 0,58 
13 dias . Beta globulina I 0,90 0,99 1,18 , 0,68 0,75 0,64 

I Gamaglobulina ', 0,20 0,29 0,20 ! 0,00 0,00 0,00 
___________ l!'_r:oteina total_/4,6() ___ 4,!l!J 4,90 [4,80 4,60______ 4,5()_ 
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Tabela 2- Média (x) e percentual da concentração de proteína total e das 
conç•mtrªções das fr<!ÇÕes protéicas, obtidas dos camundongos 
inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-$ com 7 e 13 dias do 
desenvolvimento do tumor 

---------~----------------~-TRATADO ____ CONTR~ERCENTUAL-
Linhgensl Proteínas i Média (Xt) Média {Xd (%) 

-------·º!~~_..__L______ -- ----------~--~--------·----~----~-----
Albumina 2,66 2,83 -6,00 

1-G e 2-5 Alfa-2 globulina 0,80 0,74 8,10 
7 dias Beta globulina I 0,81 0,66 22,72 

Proteína total 4,27 4,23 0,94 
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Figua 11- Perfil eletroforético e d iagrama esquemático do soro individual e "pool' do soro de camundongos portadores do 
EAT linhagem 1-G, com 7 dias de desenvolvimento. 1) "pool" EAT1-C; 2) "pool" EATt-DC; 3) "pooP' EATt-PC; 
4) "pool" EATt ; 5 e 6) soro individual EATt; 7) "pool" EAT1-D; 8 e 9) soro indhidual do EATt; 10) "pool" 
EATt-P e 11 e 12) soro individual EATt-P· 
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Figura 12- Perfil eletroforético e diagrama esquemático do soro individual e "pool" do soro de camundongos portadores do 
EAT linhagem 1-G, com 13 dias de desenvolvimento. 1) "pool" EAT1-C; 2) "pool" EATt-DC; 3) "pool" EATt-PC; 
4) ''pool" EAT1 ; 5 e 6) soro indhidual EAT1; 7) "pool" EAT1-D; 8 e 9) soro individual do EAT1; 10) "pool" 
EATt-P e 11 e 12) soro individual EAT1-P. 
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Esquema 1 -Reações de imunoeletroforese em agarose a 1,5°/o (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 
antígeno, I) "pooi"EAT1-C; li) "pool" EATt; III) soro individual EATt-C; 
IV) soro individual EATt; V) "pool"EATt-DC; VI) "pooi"EATt-D; VII) 
soro individual EATt-DC; VIII) soro indivudual EATt-D; IX) "pool"EATt­
PC; X) "pool"EATl-P; XI) soro individual EATt-PC e XII) soro individual 
EATt-P. 
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AS 

Esquema 2 -Reações de imunoe!etrofore.se em agarose a 1,5°/o (Barbital) com soro Individuai 

c ''poolu do soro de camundongos portadores da linhagem 1-G do EAT com 

13 dias de desenvolvimento. As - Ig de coelho anti-soro de camundongo total e 
antígeno, I) "pooi"EAT1-C; I!) "pool" EAT1; III) soro-individual EAT1-C; 
IV) soro individual EATt; V) "pooi''EAT1-DC; VI) "pooi"EATt·D; VII) 
soro individual EATt-DC; VIII) soro indivudual EAT1-D; IX) "pool"EATt­
PC; X) "pooi"EATl-P; XI) soro Individual EATt·PC o XII) soro individual 
EATt·P. 
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AS c=:========::=l 

AS• =:J 

VIl 

AS'~ 
~ 

VIII 

Esq uC'ma 3 - R C" ações de imunoeletroforese em agarose a 1,5°/o (Barbital) com "pool" do 
soro de camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S do EA T com .7 dia~ 
de desenvolvimento. As - Ig de carneiro anti-lg total de camundÓngo e 
antígenos. I) "pooi"EATt-C; II) "pool" EAT1; III) "pooi"EATt-DC; IV) 
"pool"EATt-D; V) "pool"EATt-PC; VI) "pool"EAT1-P; VII) "pool" EAT2-
PC e VIU) "pool"EAT2-P. 
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Esquema 4 - Reações de imunoeletroforese em agarose a 1,5°/o (Barbital) com "pool" do 
soro camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S do EAT com 13 dias 
dt.' desl"nVolvimf'nto. A..s - lg de carn('iro anti-Ig total de camundongo e 
antígenos, -I) "pool"EATt-Ci II) "pool" EAT1; IH) "pooi"'EATt-DC; IV) 
"pooi"EATt-D; V) "pooi"EATt-PC; VI) "pooi"EAT1-P; VII) "pool" EAT2-
PC e VIII) "pooi"EAT2-P. 
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Figura 13 -- Reaçõt>s de imunodlfusão radial em agarose a 1,5°/o (Barbltal) com "pool" do 
soro de camundongos portadores das linhagens 1-G e 2-S do EAT com 7 e 13 
dias de desenvolvimento. As - lgG de carneiro anti-IgG de camundongo (Im: 
306.1) e antígenos 1) "pooi"EATt-C; 2) "pool" EATt; 3) "pooi"EATt-P; 4) 
"pooi"EATt-PC; 5) "pool" EAT2-PC t' 6) "pool"EAT2-P; 7) "pooi"EATt­
C; 8) "pool" EATt; 9) "pooi"EATt-PC; 10) "pooi"EATt-P ; 11) " pool" 
EAT2-PC e 12) "pooi"EAT2-P. 
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Tabela 3 • Diâmetro em mm dos anéis de precipitação formados devida a reação 
do soro de carneiro antí-lgG de camundongo com o "pool" do soro de 
camundongos inoculados com o tumor de Ehrlich linhagens 1-G e 2-s, 
nos períodos de 7 e 13 dias, e os controles. 

------~-·------~----·--~-------··--------- .. ·-----·---··----~-------··--------·--------·---·-

Linhagens/ i TRATADO Í CONTROLE 
dias Amostras Diâmetro i Amostras . Diâmetro 

1, 

-- - 1 -~ d~a~s ··-n_~~ ~ .p-----------~:~ l ~~ ~; :~~------ --~:r 
I EAT2-P 3,7 I EAT2·PC 2,5 

.---1-G e- 2-s---~Ãfj---------·-4.6---1-EATj -------- -··· --1 ~5- ... 
13dias 

1

1 EAT1-P 5,0 1 EAT1-P 1,5 

1 

EAT2-P 5,0 [ EAT2·PC 3,2 
__ , _________ j__ ____________________ .l_ _________ ., ___ ,, _________ ,,, ... 
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Figura 14 - Reações de Imunoeletroforese em foguete (Rocket) em agarose a 1 °/o 

(fris/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 antígenos 1) "pooi"EAT1-C; 2) "pool" EAT1; 3) "pooi"EATt-PC; 4) 
"pooJ"EAT1-P; 5) "pool" EAT2-PC e 6) "pooJ"EAT2-P. 
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Tabela 4- Efeito do número de células do tumor linhagens 1-G e 2-S inoculadas 
sobre a porcentagem do crescimento do tumor. 

w"""Cinh3-gei1_S ___ ,II·--·-···· Núnlero de--·-11-t:ú}mero de'Cã!U!iSiO:Osm! 'TCre-sc;mento do·rum-or-
i animais i I sólido em % 

·-----·~-T----·----~·------,;;o--~~~-·----~----~,.-

1 10 I 5,0 X 10 I 100 
1 10 1,0x106 I 100 
. 10 I 5,0 X 105 I 90 

1-G 10 I 1,0 X 105 I 90 
10 . 5,0 X 104 I 50 
1 o 1 ,O X 104 I 50 
10 5,0 X 103 I 40 

1 o 1 ,o x 1 o3 I 30 
10 ' 5,0 X 102 I o 

·10---+-----1.0 x-ias ----1-- · 1oo -- -
10 I 5,0 X 105 100 
1 o 1 1 ,o x 1 o5 so 
10 I 5,0 X 104 80 

2-S 10 1,0 X 104 70 
10 . 5,0 X 103 50 
10 1,0 X 103 40 
10 5,0 X 102 I 30 
10 I 1 ,o X 102 I 10 
1 o 1 1 .o x 1 o1 o 

L _______ .c. _________________ L_-------------
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Tabela 5 • Medidas de espessura e respectivas médias, em mm da parte central 
do coxim plantar de camundongos inoculados com EAT linhagem 1-G, 
em função do número de células inoculadas e dias da inoculação . 

... ··n:-célüTas-1 -~-----diaTQ--1 2·--~·--3-·-~-4--·---s--6--7-----·--s--·--·--~ 

___ l1_1_qcu!ad~~-t-A~J.~!!L .... _____ .. J .. ------·····-----~--------------··- .. -----·-··--·--------~~---·---- ------------------
1 '13.28 4.35 4.67 5.12 5.45 6.11 6.45 6.60 6.98 

Grupo I 1 2 3.22 4.13 4.47 5.07 5.49 5.95 6.40 6.77 7.02 
1,0 X 107 I 3 3.28 4.18 4.48 5.17 5.46 5.71 6.67 6.91 7.15 

I 
4 3.30 4.10 4.39 5.06 5.28 5.69 5.90 6.15 6.33 
5 3.28 3.96 4.15 4.66 5.00 5.39 5.93 6,18 6.42 

Média j 3,27 4,14 4.43 5,02 5,34 5,77 6,27 6,56 6,78 

-~-+--f' 3.13 3.76 3.98 4.36 4.96·- 5.19 --5.24'ti4o--5:78 _____ _ 

Grupo li [ 2 3.46 4.36 4.80 5.46 5.66 5. 78 6.00 6.20 6.39 
5,0 X 106 I 43 3.13 4.00 4.23 4.64 4.97 5.10 5.33 5.47 5.80 

3.20 3.90 4.14 4.30 4.48 4.99 5.36 5.67 5.75 
1 5 3.12 3.87 4.3s 4.7o 5.26 5.43 5.62 5.89 6.oo 

Média [ 3,21 3,96 4,31 4,69 5,07 5,30 5,51 5,73 5,94 

--------+------~- ·------------------------------·----
1 

1 3.30 3.40 3.79 3.80 4.07 4,34 4.61 4.75 5.29 
Grupo 111 2 2.96 3.41 3.62 4.05 4.51 4.96 5.44 5.23 5.86 
2,5 X 106 I 3 3.10 3.15 3.39 3.54 3.72 3.90 4.10 4.25 4.47 

4 13.24 3.34 3.60 3,88 4.16 4.46 4.74 4.68 5.10 
5 3.00 3.27 3.36 3.63 4.05 4.47 4.91 4.92 5.20 

i I 

Média I 13,12 3,31 3,55 3,76 4,10 4,43 4,76 4,81 5,19 

----- ~---l';;~ ;~~--~~~ -;;~-;~~--~~~ ~;;. !~~-:~~ ----
Grupo IV 3 3.12 3.46 3.51 3.70 3.99 4.20 4.38 4.63 4.97 
1,0 X 106 4 3.04 3.24 3.27 3.53 3.69 3.85 4.03 4.34 4.65 

5 3.33 3.59 3.63 3.65 4.06 4.31 4,50 4.79 5.00 

Média \ I 3,18 3,44 3,43 3,61 3,82 4,02 4,23 4,45 

.......... ----- .L _________ _L ___ ----------------------·--·------------- ····-. --------

4,76 
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F:gura 15. Padronização da curva de crescimento da forma sólida do tumor de 
Ehrlich em camundongos inoculados com EAT linhagem 1-G, em 
função do número de células inoculadas e dias da rnoculação. 

Grupo 1 - 1 ,o. 1 o 7 células 
Grupo 11 - s,o. 1 o6 células 
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Grupo 111- 2,5. 106 células 
Grupo IV- 1,0. 106 células 



Ti.!be!a 6 - Medidas de espessura e respectivas médias, em mm, da parte central 
do coxim plantar de camundongos inoculados com EAT linhâgem 2-S , 
em função do número de células inoculadas e dias da inoculaçi!o, 

n.c 
!noc 

élülãST dias 

uladas-t~ni~al_ 

pol 
X 106 

Gru 
5,0 

Me 'dia 

--

po 11 Gru 
2,5 X 106 

Me "dia 

-

Gru 
1,0 

po 111 
X 106 

M êdia 

I 

I 

Gru 
5,0 

pol~l 
X 105 

M édia 

' 
I 

2 
3 
4 
5 

1 
2 
3 
4 
5 

1 
2 
3 
4 
5 

1 
2 
3 
4 
5 

' 

o 1 2 3 

3.07 4.66 4.74 4.~9 

3.03 4.11 4.61 5.24 
3.30 4.16 4.56 5.00 
3.33 5.35 5.51 5.55 
3.07 4.32 4.58 5.01 

3,16 4,52 4,80 5,16 

3.06 3.30 3.54 4.32 
3.07 3.49 3.60 4.27 
2.98 3.30 3.69 4.23 
3.12 3.40 3.70 4.12 
2.96 3.38 3.88 4.00 

3,04 3,37 3,72 4,19 

2,90 3.20 3.39 3.70 
3.00 3.36 3.49 3.73 
2.70 2.99 3.05 3.41 
2.97 3.22 3.36 3.49 
3.10 3.19 3.43 3.55 

2,93 3,19 3,34 3,58 

2.93 3.22 3.30 3.42 
3.00 3.10 3.31 3.47 
3.16 3.29 3.33 3.52 
3.00 3.23 3.27 3.57 
2.89 3.09 3.14 3.36 

3,00 3,19 3,27 3,47 
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4 5 6 7 s 
-----

5.55 6.03 6.16 6.49 6.92 
5.68 5,87 6.04 6.28 6.58 
5.39 5.89 6.01 6.19 6.79 
5.71 6.26 6.50 6.91 7.46 
5.55 6.01 6.42 6.62 7,08 

5,58 6,01 6,23 6,50 6,96 

4.67 4.88 5.09 5.31 5.82 
4.73 5.08 5.23 5.39 5.99 
4.74 4.92 5.10 5.29 5.59 
4.47 4.69 4.91 5.13 5.46 
4.67 5.01 5.23 5.65 6.00 

4,66 4,92 5,11 5,35 5,77 

--
4.00 4.35 4.79 5.14 5.35 
4.35 4.76 5.17 5.60 5.93 
4.00 4.26 4.40 4.78 5.00 
3.60 4.14 4.68 5.15 5.54 
3.97 4.45 4.83 5.42 5.94 

3,98 4,39 4,77 5,22 5,55 

- --
3.67 4.06 4.45 4.86 5.34 
3.76 4.06 4.24 4.66 5.10 
3.83 4.21 4.78 5.06 5.30 
3.80 4.00 4.28 4.97 5.29 
3.51 3.79 4.07 4.36 4.79 

3,71 4,02 4,36 4,78 5,16 

---------·-
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F1gura 16. Padronização da curva de crescimento da forma sólida do tumor de 
Ehr I ich em camundongos Inoculados com EAT I mhagem 2-S, em 
função do número de células inoculadas e dias da moculação. 

Grupo!- 5,0. 106 células 
Grupo 11 - 2,5. 1 o6 células 
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Grupo 111 - 1 ,O. 1 o6 células 
GrupoiV- S,O.iOScélulas 



Tabela 7 - Medidas de espessura e respectivas médias, em mm da parte central 
do coxim plantar de camundongos reinoculados com 1,0 x 106 células 
do EAT linhagem 1-G, em função do número de células e dias da 
inoculação. 

âRuPo~j~nim:·-dTà·~ -o---·---1--·---2---s----4·---·-·s-·-.. --s----7---- --s---------

------T-~ 3.10 
2.97 
3.08 

3.43 
3.21 
3.36 
3.43 
3.47 
3.55 
3.21 
3.46 
3.43 
3.60 

3.60 
3.40 
3.36 

3.85 
3.55 
3.45 
3.55 
3.77 
3.78 
3.09 
3.70 
3.77 
4.06 

3.86 
3.85 
3.63 

4.36 
4.14 
3.82 

4.36 
4.17 
4.04 

4.54 
4.38 
4.13 

4.70 
4.70 

3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 

10 

3.31 
13.19 
1 3.19 
! 3.09 

1

3.28 
2.99 
3.16 

3.39 
3.31 
3.56 
3.14 
3.55 
3.49 
3.72 

3.60 
3.85 
4.09 
3.10 
3.91 
3.93 
4.32 

3.66 3.84 
4.09 
4.20 
3.20 
3.97 
4.46 
4.62 

4.23 
4.52 
3.14 
4.10 
4.87 
5.06 

3.87 
4.42 
4.67 
3.15 
4.29 
6.02 
5.26 

4.22 
3.90 
4.61 
4.82 
3.10 
4.48 
5.17 
5.46 

Média l 3,14 3.42 3,45 3,66 3,81 4,05 4,24 4,37 4,51 

~---~--1-·- 3.22---3:-5o3.5s3.s9--4.12-4.49--4.6B~4.s3--5ia _____ _ 

2 3.20 3.54 3.50 3. 71 3.92 4.22 4.41 4.61 4.81 
3 2.99 3.49 3.37 3.38 3.49 3.86 3.86 3.96 4.06 
4 3.23 3.36 3.47 3,53 3.60 3.99 4.16 4.44 4.72 
5 3.35 3.72 3.43 3.77 4.18 4.23 4.45 4.68 4.91 

11 6 3.24 3.34 3.39 3.51 3.74 4.13 4.50 4.67 4.91 
7 3.12 3.43 3.32 3.55 3.64 3.72 3.95 4.13 4.31 
6 3.20 3.45 3.33 3.53 3.69 3.61 4.01 4.19 4.19 
9 13.20 3.41 3.46 3.81 4.16 4.55 4.77 4.95 5.13 

10 2.96 3.27 3.37 3.55 3.97 4.10 4.55 4.67 4.79 

Média ! 13.17 3,45 3,45 3,62 3,65 4,09 4,33 4,52 4,70 

_ .. --~------.L ............. _i ..... ~·--·--·---------· -----------···-·----·-------~------·····--·-··- .. ---

GRUPO 1: grupo experimental ( segundo inóculo - pata esquerda ) 1 ,O x 1 o6 células 
inoculadas. 

GRUPO 11: grupo controle (segundo inóculo - pata esquerda ) 1 ,O x 106 células 
ínoculadas. 
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Figura 17. Curva de crescimento da forma sólida do tumor de Ehrlich em 

camundongos ,-einoculados com EAT linhagem 1-G, em função do 

número de células inoculadas e dias da inoculação. 

Grupo I - Grupo reinoculado na pata esquerda com I ,O. I o6 células 

Grupo li- Grupo controle inoculado na pata esquerda com 1,0. 106 

células 
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Tabela 8 - Medidas de espessura e respectivas médias, em mm da parte central 
do coxim plantar de camundongos reinocu!ados com 1,0 x 106 células 
EAT linhagem 2-S, em função do número de células inoculadas e dias da 
inoculação. 

- -· 
GRU PO dia o 1 2 

Animal 

1 3.26 3.69 3.76 
2 3.04 3.24 3.41 
3 3.23 3.18 3.18 
4 3.27 3.67 3.51 
5 3.12 3.56 3.70 
6 2.93 3.30 3.16 
7 3.17 3.43 3.73 
a 3.39 3.75 3.81 
9 3.09 3.61 3.60 

10 3.28 3.66 3.53 

Méd la I 3,18 3,51 3,54 

1 3.27 3.15 3.26 
2 3.41 3.49 3.54 
3 3.13 3.62 3.69 
4 3.29 3.85 3.93 
5 3.10 3.32 3.46 

11 6 2.97 3.24 3.20 
7 3.13 3.52 3.65 
B 3.25 3.59 3.66 

I 
9 3.40 3.70 3.55 

10 3.21 3.58 3.40 

Méd ia ' i 3,22 3,51 3,53 

·--··J-.. --~-- '"" 

3 4 5 6 

3.93 4.31 4.63 4.85 
3.42 3.41 3.74 4.04 
3.26 3.39 3.27 3.47 
3.61 4.03 4.52 4.62 
3.61 3.66 3.62 3.62 
3.55 3.69 3.73 4.30 
3.69 3.67 3.96 4.04 
4.25 4.78 5.24 5.46 
3.81 3.87 4.35 4.62 
3.65 3.57 4.19 4.00 

3,68 3,84 4,13 4,30 

4.34 3.57 4.33 5.28 
3.44 3.49 3.65 3.78 
3.93 4.09 4.86 5.04 
4.20 4.56 5.47 5.45 
3.57 4.02 4.66 4.89 
3.65 4.13 4.31 4.67 
3.76 4.21 4.85 5.06 
3.84 4.19 4,73 5.29 
3.83 4.30 4.74 5.44 
3.67 3.95 4.32 5.01 

3,72 4,05 4,59 4,99 

·---

--~~ 

7 

5.06 
4.50 
3.64 
4.1!4 
3.70 
4.72 
4.38 
5.62 
4.87 
4.30 

4,58 

5.34 
3.84 
5.22 
5.77 
5.11 
4.91 
5.23 
5.45 
5.78 
5.22 

5,19 

s 

5. 
4. 

27 
96 
81 
06 
78 
74 
76 
18 
12 
60 

3. 
5. 
3. 
4. 
4. 
6. 
5. 
4. 

4, 83 

5. 40 
90 
40 
03 
33 
15 
40 
61 
12 
43 

3. 
5. 
6. 
5. 
5. 
5. 
5. 
6. 
5. 

5, 38 

GRUPO 1: grupo experimental (segundo inóculo- pata esquerda) 1,0 x 106 células 
inoculadas. 

GRUPO 11: grupo experimental (segundo inóculo- pata esquerda)1 ,O x 106 células 
inoculadas. 
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Frgura 18. Curva de crescimento da for·ma sólida do tumor de Ehrlích ern 
camundongos rernoculados com EAT linhagem 2-S, em função do 
número de células inoculadas e dias da inoculação. 

Grupo 1 - Grupo reinoculado na pata esquerda com 1 ,O. 1 o6 células 

Grupo li - Grupo contr-ole inoculado na pata esquerda com 1 ,O. 1 o6 
células 
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Figura 19 - Camundongo inoculados com EAT linhagem 1-G. Pata esquerda, tumor de 7 
dias de d esenvohimento; pata direita, tumor com 19 dias de desenvol ~imento 

Figura 20 - C :mmndongo inoculado com F:AT linhagem 1-G. Pata esquerda, tumor com 7 
dias de desenvolvimento, animal controle. 
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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. 

F igura 22 - Camundongo inLlculado com EA T linhagem 2-S. Pata esquerda, tumor com 7 
d ias de desenvolvimento, animaJ controle. 
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Tabela 9. Número de cromossomos do tumor de Ehrlicl1 linhagens 1-G e 2-5. 

Número de células Número de cromossomos 
linhagem 1-G linhagem 2-S linhagem 1-G linhagem 2-S 

I I 35 SI 
I I 37 52 
I 2 49 53 
I I SI 54 
I I 52 55 
4 I 54 57 
I I 55 60 
6 I 56 61 
5 I 57 62 
2 I 58 63 
I I 59 64 
5 I 60 65 
9 2 61 66 

29 I 62 68 
14 I 63 69 
14 I 64 70 
s 6 65 71 
7 2 66 72 
I 7 67 73 
I 6 68 74 
I 19 70 75 
2 12 71 76 
I 20 78 77 
I 29 82 78 
I 17 109 79 
I 6 114 80 

2 81 
I 83 
I 84 
I 88 
2 89 
I 91 
I ,-

' '_) 

I 120 

lotai 116 !53 

11oda 62 78 
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F1gura 23 Histograma da freqüência do número de cromossomos das células do 
EA T I i nhagem I -G. 
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Figur-a 24. Histograma da freqüência do número de cromossomos das células do 
EAT linhagem 2-S. 
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Figuara 25- Fotomicrografia óptica dos cromossomos do EAT linhagem 1-G. Coloração de 
orcéina acética 2°/o, fotográfado em imersão com filtro v<·rd(.• IF 550. (--). 
cromossomos metacêntricos). Aumento lOOOx. 

Figura 26 - Fotomicrografia óptica dos cromossomos do EAT-inhagem 2-S. Coloração de 
orcéina acética a 2°/o, fotrográfado em imersão com filtro verde IF 550. (-)o 

cromossomo met.<tcêntrico). Aumento lOOOx. 
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DISCUSSÃO 



D!SCUSSAO 

Diante dos resultados obtidos com o emprego das diferentes metodologias 

e previamente apresentados, pudemos verificar por exemplo, no estudo em que se 

utilizou a técnica de e!etroforese em agarose, que 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 regiões ditintas: albumina, alfa-2 e beta globulina. Por outro 

lado, os animais apresentando tumores com 13 dias de desenvolvimento mostraram, 

além disso, a fração das gamaglobulinas (Fig. 7 a 10). Ausência de anticorpos 

circulantes em animais portadores de EAT foi observado por THUNOLD (1968t). 

utilizando a técnica de imunofluorescência indireta. Por outro lado, os testes de 

aglutinação mista e consumo de antiglobulina realizados por este autor, mostraram a 

presença de globulinas na superflcie das células tumorais. ROBINS, em 1975 avaliando 

a cinética da resposta de anticorpos circulantes para a forma sólida e ascltica do 

hepatoma 023, através de testes de imunofiuorescência de membrana, observou 

reações positivas a partir do terceiro dia de implante das células tu morais para ambas as 

formas. Entretanto, os animais portadores da forma sólida do tumor deixaram de 

apresentar anticorpos circulantes, quando esses se tornaram palpáveis, sugerindo a 

absorção dos anticorpos pelas células da massa tumora!, uma vez que anticorpos 

ligados à superflcie das células tumorais na forma ascltica foram observados. Embora os 

padrões eletroforéticos obtidos por nós mostrassem que os animais portadores de 

tumores com 7 dias de desenvolvimento apresentaram ausência de anticorpos 

circulantes (Fig. 7 a 1 0), os resultados obtidos com tumor de 13 dias de 

desenvolvimento, demonstraram a presença da fração gamaglobulina. Um aspecto a 

ser considerado, é o fato dos animais utilizados neste experimento serem oriundos do 

Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIBIUNICAMP). Neste 

Centro a técnica de manejo e o controle sanitârio utilizado, previnem a contanlmação 
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desses animais por uma ampla variedade de virus e parasitoses. Isto pode contribuir 

naturalmente para a presença de uma baixa concentração das protelnas da fração 

gamaglobulina. Desta forma, é posslvel que a técnica utilizada não demonstre 

sensibilidade suficiente para detectar a presença de gamaglobulinas nos animais 

controles, bem como nos animais portadores de tumores com 7 dias de desenvolvimento 

e, provavelmente, com o decorrer do desenvolvimento do tumor houve um aumento das 

protelnas dessa fração, permitindo dessa forma, sua detecção. Contudo, não podemos 

descartar a possibilidade de ter ocorrido desnaturação das protelnas durante o processo 

de congelamento e descongelamento, uma vez que padrões eletroforéticos do soro de 

camundongos e ratos normais, apresentando 5 regiões distintas: albumina; alfa-1; alfa-2; 

beta e gamaglobulinas foram obse!Vados por GLEASON & FRIEDBERG (1953); 

CAMPBELL etal. (1959) e PIROSKY & OJSGOLD (1961al· 

As concentrações protéicas obtidas para as diferentes frações do soro dos 

animais portadores do EAT linhagens 1-G e 2-S com 7 e 13 dias de desenvolvimento 

(Tab. 1 e 2) revelaram uma diminuição nos niveis de albumina e um aumento nos níveis 

das alfa-2 e beta globulina. Resultados semelhantes da diminuição na concentração Çe 

albumina foram também obtidos por GLEASON & FRIEDBERG (1953), analisando 

através da técnica de eletroforese de papel de filtro, o soro de camundongos C3H 

portadores do carcinoma mamário espontâneo. CAMPBELL et ai. (1959) obse!Varam 

que os soros dos animais portadores de tumor induzido por metl!colantreno 

apresentaram mais protelnas da mobJJidade das alfa g!obulinas, quando comparados 

com o soro dos animais normais. Padrões eletroforéticos semelhantes também foram 

obtidos com o soro de indívlduos cancerosos, onde se verificou uma diminuição na 

concentração de albumina e um aumento nas concentrações das frações alfa-1 e alfa-2 

globulinas, bem como das frações beta e gamaglobulinas (MIDER el ai., 1950). Os 

resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que os animais portadores do EAT 

linhagens 1-G e 2-S apresentaram uma hipoalbuminemia e, de modo gera!, 
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desses animais por uma ampla variedade de virus e parasitoses. Isto pode contribuir 

naturalmente para a presença de uma baixa concentração das protelnas da fração 

gamaglobulina. Desta forma, é posslvel que a técnica utilizada não demonstre 

sensibilidade suficiente para detectar a presença de gamaglobulinas nos animais 

controles, bem como nos animais portadores de tumores com 7 dias de desenvolvimento 

e, provavelmente, com o decorrer do desenvolvimento do tumor houve um aumento das 

protelnas dessa fração, permitindo dessa forma, sua detecção. Contudo, não podemos 

descartar a possibilidade de ter ocorrido desnaturação das prote!nas durante o processo 

de congelamento e descongelamento, uma vez que padrões eletroforéticos do soro de 

camundongos e ratos normais, apresentando 5 regiões distintas: albumina; alfa-1: alfa-2; 

beta e gamaglobulinas foram observados por GLEASON & FRIEDBERG (1953); 

CAMPBELL e! ai. (1959) e PIROSKY & OISGOLD (1961al-

As concentrações protéicas obtidas para as diferentes frações do soro dos 

animais portadores do EAT linhagens 1-G e 2-S com 7 e 13 dias de desenvolvimento 

(Tab. 1 e 2) revelaram uma diminuição nos nlveis de albumina e um aumento nos níveis 

das a/fa-2 e beta globulina. Resultados semelhantes da diminuição na concentração de 

albumina foram também obtidos por GLEASON & FRIEDBERG (1953), analisando 

através da técnica de e!etroforese de papel de filtro, o soro de camundongos C3H 

portadores do carcinoma mamário espontâneo. CAMPBELL et ai. (1959) observaram 

que os soros dos animais portadores de tumor induzido por metilcotantreno 

apresentaram mais prole/nas da mobilidade das alfa globulinas, quando comparados 

com o soro dos animais normais. Padrões eletroforéticos semelhantes também foram 

obtidos com o soro de individues cancerosos, onde se verificou uma diminuição na 

concentração de albumina e um aumento nas concentrações das frações alfa-1 e alfa-2 

globulinas, bem como das frações beta e gamaglobulinas (MIDER et ai., 1950). Os 

resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que os animais portadores do EAT 

linhagens 1-G e 2-S apresentaram uma hipoalbuminemia e, de modo geral, 
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animais foram inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-S por essa técnica. No entanto, 

deve ser levado em conta o fato dessa técnica ser mais qualitativa do que quantitativa 

detectando, dessa forma, somente alterações marcantes, tais como parda significativa de 

protelnas ou ausência das mesmas o que, provavelmente, foi um fator importante nos 

resultados obtidos. Contudo, a presença do tumor promove alterações nas pro!elnas 

séricas dos camundongos conforme se pode observar nas Tab. 1 e 2 e Fig. 11 e 12. 

Os resultados obtidos nos testes sorológicos de imunodifusão radial, pelos 

quais se procurou detectar as concentrações de lgG no soro de camundongos 

inoculados com EAT linhagens 1-G e 2-S com 7 e 13 dias de desenvolvimento, 

revelaram uma elevação na concentração de lgG, com o desenvolvimento do tumor 

(Tab. 3). KANEKO e! ai. (1975), avaliando o número de células produtoras de anticorpos 

anti-EAT, no baço de camundongos portadores do tumor sólido, observaram uma 

intensificação da resposta imune durante o desenvolvimento do tumor. Essa se iniciou 

no sexto dia após o inóculo inicial, atingindo um máximo ao redor do décimo quinto dia. 

Segundo LANGONE et ai. (1978), as classes de anticorpos citotóxicos, produzidos após 

imunização de coelhos com dois hepatomas ( induzido por dietilnitrosanina) 

antigenicamente distintos, foram lgG e lgM para o tumor designado linhagem 1 e a 

imunização com a linhagem de tumor 10 produziu somente lgG. Os dados obtidos em 

nossas investigações sugerem que as células do EAT linhagens 1-G e 2-S foram 

capazes de induzir a formação de uma resposta imune nos camundongos, dentre as 

quais destacamos a slntese de lgG. 

Tendo em vista o aumento na concentração de lgG nos animais portadores do 

EAT linhagens 1-G e 2-S e considerando o fato dessa lg ter a capacidade de ativar o 

complemento é que resolvemos ínvestigar os niveis do componente C3c através do 

emprego da técnica de eletroforese em foguete. Os resultados demonstraram uma leve 

diminuição no pico eletroforético do componente C3c no soro dos animais portadores da 

linhagem 1-G tanto na forma sólida quanto na forma ascltica e uma diminuição mais 
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acentuada foi observada no soro dos animais portadores da linhagem 2-S (Fig. 14). 

BELLELLI & SEZZI (1976), avaliando a participação do componente C3 na rejeição 

imunológica dos tumores experimentais, relataram que os animais imunizados contra 

células tumorais de Leucemia L1210 e do tumor de Ehrlich desenvolveram os tumores 

quando reestimulados com as respectivas células tumorais, após o tratamento com o 

fator de veneno de cobra. Os autores sugerindo, desta forma, que o C3 esta envolvido 

na rejeição dos tumores considerados experimentais. Segundo PORTA et ai. (1978), os 

estudos das variações funcionais na atividade do complemento, realizados logo após ao 

enxerto das células do carcinoma ascltico de Ehrlich, demonstraram que o soro desses 

animais perderam a capacidade de mediar imunoaderência, devido à diminuição na 

concentração do C3b e C3d. Esses resultados levaram os autores a conclulrem que o 

complemento é consumido durante a resposta inflamatória, a qual acompanha o 

crescimento do tumor. Os resultados obtidos em nossa pesquisa sugerem que o 

componente C3 do complemento participa de uma resposta imunológica contra as 

células tumorais do EAT linhagens 1-G e 2-S. Os resultados obtidos com o soro dos 

animais portadores do EA T com 7 dias de desenvolvimento não foram mostrados, pois 

tivemos dificuldades em obter uma reprodutibilidade dos testes. Contudo, há indicações 

de que ocorra uma diminuição nos nlveis do componente C3 do complemento nesse 

estádio de desenvolvimento do tumor. 

Com referência ao comportamento proliferativo das células tumorais 

linhagens 1-G e 2-S, os resultados obtidos a partir dos estudos de monitoramento do 

crescimento do tumor na forma sólida demonstraram existir uma relação direta entre o 

número de células ínoculadas e a porcentagem de animais apresentando o 

desenvolvimento do tumor (Tab. 5). Esse ccmportemento também foi descrito para o 

desenvolvimento do tumor de Ehrlích na sua forma ascltica (SUGIURA, 1965). As 

concentrações mínimas necessárias para o desenvolvimento do tumor em 100% dos 

receptores inoculados foi de 1,0 x 106 células para a linhagem 1-G e de 5,0 x 1o5 
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células para a linhagem 2-S, quando inoculado em um volume final de 0,05mL Nessas 

quantidades, indícios de crescimento do tumor foram verificãâos ã p;;rur do lêfceiro ôiã 

após o inóculo das células tumorais, nos camundongos portadores de ambas as 

linhagens. Com relação às quantidades inferiores de células inoculadas, o crescimento 

do tumor foi observado iniciar-se vários dias após o inóculo, alcançando até mesmo um 

perlodo de latência de 15 dias ou mais nos casos em que foram inoculadas as 

concentrações de 1 ,O x 1 o3 células e 1 ,O x 1 o2 células em um volume final de 0,05 ml 

respectivamente para as linhagens 1-G e 2-S, Os resultados obtidos dessas 

observações sugerem que o tumor de Ehrlich linhagem 2-S é mais proliferativo do que o 

tumor pertecente á linhagem 1-G, Observamos também que o crescimento das células 

tumorais de ambas as linhagens foi continuo. Além disso, o perlodo compreendido entre 

a inoculação das células tumorais e o inicio do crescimento exponencial dessa neoplasia 

(escape) é inversamente proporcional à concentração do inóculo utilizado. Desse modo 

observamos que o crescimento do tumor nos animais do grupo I e 11 de ambas as 

linhagens tumorais (Fig. 15 e 16) demonstrou um escape a partir do primeiro dia de 

evolução tumoraL Com relação aos animais do grupo 111 de ambas as linhagens e do 

grupo IV da linhagem 1-G o escape ocorreu ao redor do terceiro dia, após o implante 

inicial; porém nos animais do grupo IV linhagem 2-S o escape foi observado apõs o 

quarto dia de evolução do tumor. O perfil da curva de crescimento do EAT na forma 

sólida obtido por GUERRA em 1983, onde o escape das células neoplásicas foi 

observado a partir do quinto dia do implante, difere dos resultados aqui apresentados, 

embora o mesmo modelo experimental EA T linhagem 1-G e metodologia tenham sido 

empregados. Inicialmente, pelos nossos resultados, pode-se sugerir, que o aumento 

exponencial do tumor na fase inicial do desenvolvimento para o grupo I e 11 (Fig. 15 e 16) 

de ambas as linhagens tumorais, tenha ocorrido devido a um processo inflamatório 

provocado pelo trauma do inóculo, uma vez que um aumento de espessura da pata dos 

animais controles foi observado. Entretanto, uma condição normal da pata dos animais 
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controles foi observado um dia após o inóculo do PBS. Assim , uma segunda sugestão é 

que esse aumento tenha ocorrido devido ao próprio desenvolvimento das células 

neoplásicas. embora dados histológicos não tenham sido realizados neste estudo. 

Nos estudos realizados por DECKERS, et ai. (1973), avaliando o efeito do 

tamanho do tumor sob o desenvolvimento da imunidade concomitantte em camundongos 

portadores de fibrossarcoma, induzido por metilcolantreno, foi demonstrado que a 

rejeição do segundo inóculo ocorreu 14 dias após o transplante iniciaL Resultados 

similares foram obtidos por CHANDRADASA (1973), utilizando dois sarcomas murinos 

(MC23 e MC26) - induzido por metilcolantreno-. Os resultados obtidos por este autor, 

revelaram que o pico da resistência antitumor, ocorreu entre o 10 e 14 dia após o 

implanta dos tumores. O autor constatou também, que ocorreu uma perda maior que 

50% da resistência antitumor, quando a reinoculaçâo das células foi realizada uma 

semana depois. Relatos semelhantes foram descritos por GUERRA (1983), estudando a 

imunidade concomitante relacionada com o tumor de Ehrlich. Em seus estudos, este 

autor observou que a resistência ao segundo in6culo aumentou gradativamente, 

atingindo um pico 12 dia após o inóculo inicial. Embora o perlodo entre o inóculo 

primário e a reestimulação, utilizado neste trabalho tenham sido similares aos 

empregados por DECKERS, e! ai. (1973); CHANDRADASA, (1973) e GUERRA (1983), 

nossos resultados demonstraram que os animais portadores do EAT de ambas as 

linhagens não foram capazes de impadir o desenvolvimento do segundo inóculo quando 

administrado 12 dias após o implante do tumor primário (Fig. 17 e 18). Um aspecto 

importante a ser considerado, com relação a imunidade concomitante, é o fato da 

imunidade especifica ao tumor desenvolver-se durante o crescimento do mesmo. 

Entretanto, a mesma é perdida, quando o tumor adquire um determinado tamanho. Esse 

fato tem sido observado nos mais diferentes modelos de neoplasia: leucemia linfóide P-

388; leucemia linfoide B; adenocarcinoma mamário, carcinoma do pulmão Lewis, entre 

outros (CHANDRADASA, 1973; DECEKERS et ai .. 1973; DECKERS et ai., 1976; 
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GORELIK, 1983; RUGGIERO et aL, 1985). Esse fato foi também evidenciado no 

modelo de imunidade semi-concomitante, uma vez que a inibição do crescimento das 

células tumorais re-estimuladas após a axcisão do tumor, mostrou depender do espaço 

de tempo entre o inócu/o primário e a excisão, sendo que esse intervalo de tempo varia 

com o tamanho do inócu/o inicial ( GERSHON e! ai, 1971). Perda da transferência de 

imunidade ativa a receptores normais, através de células de peritôneo e de baço 

provenientes de animais portadores de tumores, também foi observada (BARKI & 

YOUN, 1969 e DECKERS et aL, 1971). Assim, nao podemos afirmar que ambos os 

modelos experimentais utilizados no presente trabalho perderam a capacidade de 

induzir uma resistência ao segundo inócu/o. Provavelmente o inócu/o primário tenha 

alcançado um tamanho critico, uma vez que foi observado um crescimento exponencial 

no inicio do desenvolvimento do mesmo, deprimindo a resistência dos animais. 

A contagem cromossômica demonstrou que ambas as linhagens do 

EAT utilizadas no presente estudo são constituídas por uma população de células 

heterogêneas. Esses resultados estão de acordo com uma série de estudos efetuados 

com os tumores asclticos (HAUSCHKA, 1953; HAUSCHKA & LEVAN, 1953; SACHS & 

GALLILY, 1955 e LEVAN, 1956). As Figuras 18 e 19 mostram o histograma de 

frequência do número cromossômico das linhagens estudadas, 1-G e 2-8, 

respectivamente. Podemos observar que o número moda/ da linhagem 1-G foi de 62 

cromossomos e de 78 cromossomos para a linhagem 2-S. Considerando que o tumor de 

Ehrlich é uma neop/asia experimental não especifica, isto é, cresce em várias linhagens 

de camundongos (KALLIS, 1961 e SUGIURA, 1965), os resultados aqui obtidos, 

mostram concordância com os estudos realizados por HAUSCHKA (1953); SACHS & 

GALLILY (1955) e LEVAN (1956) relacionando o número de cromossomos e a 

especificidade do hospedeiro. Desses estudos, conclui-se que os tumores com números 

cromossômicos próximos ao tetraplóide desenvolvem-se e levam à morte hospedeiros 

de diferentes linhagens. Entretanto, os tumores próximos ao número de cromossomos 
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diplóide regridem, quando inoculados em hospedeiros diferentes daqueles onde o tumor 

se originou ( HAUSCHKA, 1953; HAUSCHKA & LEVAN, 1953; SACHS & GALLILY, 

1955 e LEVAN, 1956). Conforme relatos na Jíteratura, os camundongos apresentam um 

número cromossômico equivalente a 2n=40 e são todos telocêntricos (acrocêntricos) na 

sua consbtuição morfológica (HAUSCHKA, 1953; KAZIWARA, 1954; LEVAN, 1956 e 

HAUSCHKA & LEVAN, 1958). Nesse aspecto, a linhagem 1-G apresenta um número 

cromossômico triplóide (3n), provavelmente em consequência de distúrbios de anáfases 

secundárias, tais como não disjunção, atraso ou ocorrência de cromossomos duplicados 

devido à fusão nuclear; fusão celular (TIMONEN, 1950; HAUSCHKA & LEVAN, 1953 e 

LEVAN, 1956). A linhagem 2-S apresentou um número próximo ao tetraplóide (4n), 

como resultado de uma provável fissão cêntrica ou mecanismos que envolvem 

rearranjos ou aberrações numéricas que geram um aumento no número cromossômico 

da célula, Tais rearranjos cromossômicos proporcionam o aparecimento de novas formas 

morfológicas (cromossomos metacêntricos), fato esse por nós evidenciado, conforme 

mostra a Figura 20 e 21 . Esses resultados estão de acordo com vários estudos 

realizados com tumores asclticos de camundongos (KAZIWARA, 1954; TJIO & LEVAN, 

1956 e HAUSCHKA & LEVAN, 1958). 

Segundo LEVAN & BIESELE (1958) as alterações no meio de 

manutenção de uma população de células heterogêneas, através de um processo de 

seleção, será conduzida a uma adaptação genética ao novo ambiente. Tal fato foi 

observado com relação às células tumorais da linhagem 2-S quando comparadoas com 

o número moda! das células cedidas pelo Prof. Dr. Mike G. Simpikins (comunicação 

pessoal). Os resultados das análises citológicas por nós obtidos mostraram um cariótipo 

2n=78, variando de 51 a 120 (Tab. 10), enquanto as células cedids pelo Prol. Dr.Mike G. 

Simpikins apresentavam um cariótipo de 2n= 76 com uma variação de 71 a 94 quando 

congeladas em 90% (MEM 10% FCS) e 10% de DMSO. Resultados semelhantes de 

alteração no número cromossômico foram observados por ISING (1955), transferindo o 
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tumor de Ehrlich com um número moda! de cromossomos variando de 79 a 80 para 

"hamster" o qual passou a apresentar como linha precursora células com 76 

cromossomos. Os resultados por nós obtidos sugerem que a alteração no meio de 

manutenção das células tumorais da linhagem 2-S induziu uma alteração no número 

cromossômico em resposta a uma adaptação ao seu novo ambiente. 

Neste trabalho, o conjunto de informações obtidos e apresentados, mostra 

que, embora as células tumorais do EAT -linhagens 1-G e 2-S e que vem sendo mantidas 

por muitos anos, promovem alterações nas protelnas séricas do animal hospedeiro, e 

mantém suas caracterlsticas imunogênicas. A linhagem 1-G, mostrou ter aumentado 

sua capacidade proliferativa em relação aos resultados de Guerra (1983). A imunidade 

concomitante, porém, não foi detectada dentro dos periodos de tempo e número de 

células aqui empregados. Em relação à isso, outros estudos poderiam ser realizados 

empregando-se novos periodos de tempo e diferentes números de células por inóculo, 

podendo assim contribuir para a confirmação ou não da presença desse tipo de 

imunidade neste modelo experimental atualmente. Outros estudos ainda poderiam ser 

realizados analisando os mecanismos imunológicos de escape do tumor, uma vez que a 

presença de uma resposta imune foi observada. 
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CONCLUSOES 

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

permitem nos concluir que: 

1. O desenvolvimento das células tumorais das linhagens 1-G e 2-S utilizadas alteram as 

concentrações das protelnas séricas - albumina, frações alfa-2, beta-giobulinas, 

complemento e lgG. 

2. O implante das células tumorais da linhagen 1-G na cavidade peritoneal e no coxim 

plantar, bem como o implante das células tumorais linhagem 2-S no coxim plantar, 

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

3. O crescimento de ambas as linhagens tumor.,is na sua forma sólida dependem do 

número de células inoculadas, &endo que para a linhagem 1-G a quantidade de 

células necessárias para desenvolver tumores em todos os animais foi de 1 ,O x 106 

célulasl0,05ml; enquanto que para a linhagem 2-S foi de 5,0 x 105 células!0,05ml. 

4. As células tumorais pertencentes à linhagem 2-S são mais proliferativas do que as 

células tumorais pertencentes à linhagem 1-G. 

5. As linhagens tumorais 1-G e 2-S estudadas nas condições experimentais realizadas, 

não desenvolveram um estado de imunidade concomitante, quando inoculadas em 

camundongos. 

6. As contagens cromossômicas indicaram que as células tumorais das linhagens 1-G 

e 2-S representam clones diferentes de células do tumor de Ehrlích. 
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RESUMO 

Aspectos imunológicos de camundongos portadores do tumor de Ehrlich, 

linhagens 1-G e 2-S, foram avaliados através do emprego de técnicas de eletroforese. o 
soro dos animais utilizados nos testes foi colhidos nos perlodos de 7 e 13 dias após a 

inoculação de 2,0 x toS células tumorais da linhagem 1-G na cavidade peritoneal e da 

mesma concentração de células das linhagens 1-G ou 2-S no coxim plantar de 

camundogos. O fenômeno de imunidade concomitante relacionado a esse típo de tumor 

foi investigado reinoculando-se os camundongos no coxim plantar esquerdo 12 dias 

após o implante do tumor primário (coxim plantar direito), com uma concentração de 

1 ,O x 106 células tumorais das linhagens 1-G ou 2-S. Os resultados da eletroforese em 

agarose do soro de camundongos inoculados com as células tumorais das linhagens 

1-G e 2-S mostraram uma diminuição na concentração de albumina e um aumento nas 

concentrações das frações de alfa-2 e beta globulina. Usando-se a técnica de gel de 

poliacrilamida, o perfil ele!roforético do soro de camundongos inoculados com células 

tumorais da linhagem 1-G revelou a ocorrência de protelnas com Rm 0,88 após 7 dias 

de desenvolvimento do tumor. Soro de animais com 13 dias de desenvolvimento do 

tumor, mostrou a presença de bandas protéicas com Rm 0,11, 0,12 e 0,31. Com o 

desenvolvimento do tumor, uma elevação na concentração de lgG e uma diminuição do 

complemento foram observados através da imunodifusão radial e eletroforese em 

foguete, respectivamente. O crescimento das células tumorais das linhagens 1-G e 

2-S, na forma sólida, demonstrou um desenvolvimento continuo e dependente do 

número de células inoculadas. As células tumorais 2-S demonstraram ser mais 

proliferativas, uma vez que o inóculo de 5,0 x 105 células promoveu o crescimento do 

tumor em 100% dos camundongos, enquanto que resultados semelhantes somente 

foram conseguidos após o inóculo de 1 ,O x 106 células da linhagem 1-G. As medidas da 

espessura da pata, revelaram que o desenvolvimento do tumor de Ehrlich, na forma 
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sólida, apresentou um crescimento exponencial inicial, quando as concentrações de 1 ,O 

x 107 e 5,0 x 106 células da linhagem 1-G e 2,5 x 106 e 1 ,O x 106 células da linhagem 

2-S foram inoculadas. Concentrações inferiores de células apresentaram um 

crescimento inicial moderado. Camundongos portadores do tumor de Ehrlích, linhagens 

1-G ou 2-S, testados para imunidade concomitante, demonstraram não serem capazes 

de rejeitar um segundo inóculo das mesmas células doze dias após o inóculo primário. 

Com relaçao ao número de cromossomos, as análises citológicas revelaram que as 

linhagens 1-G e 2-S representam diferentes clones das células do tumor de Ehrlich, com 

um número moda! de 62 e 78 cromossomos, respectivamente. 
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ABSTRACT 

lmmunological aspects of mice bearing Ehrlich's carcinoma, !ines 1-G and 

2-S, were evaluated by using electrophoresis technícs. The serum was collected 7 and 

13 days after the inoculation of 2.0 x 1 o6 tumor cells, líne 1-G, in the peritoneal cavity 

and lhe same concentration of tumor cells, fines 1-G and 2-S, in lhe footpad. The 

concomitant immunity phenomenon was investígated by reinoculating 1.0 x 1 o6 af either 

1-G or 2-S tumor cells 12 days after lhe implant of lhe primary tumor. Electrophoresís in 

agarose showed lha! both cell types induced a decrease of albumin and an increase of 

alpha 2 and beta globulins leveis. Using polyacrilamide gel electrophoresis lhe 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. Af!er 13 days oi tumor grow!h lhe serum also showed lhe 

presence of proteins bands with Rm 0.11, 0.12 and 0.31. The increase oi lgG leveis wilh 

tumor development and a decrease in complement leveis were observed in radial 

immunodiffusion and rocket electrophoresis respectively. The growth of tumor cells, I ines 

1-G and 2-S, in solid form, was continuous and dose dependen!. The 2-S tumor cells 

were more invasive, since the inocufation of 5.0 x 1 oS ceils promoted 100% of groVIIth, 

while to achieve similar results with 1-G it was necessary lhe inoculation of 1.0 x 1 o6 

cells. The measurement of the degree of swelling of lhe foolpad, when 1.0 x 1 O 7 and 5.0 

x 1 o6 cells of 1-G tine were inoculaled, revealed an exponencial growth in the begíning 

oi tumor development. Lower concentra!ions of cells showed only moderate grow!h. Mica 

with Ehrlich's tumor either, from !ines 1-G or 2-S, tesled for concomitant immunity, did 

not rejecl a second inoculum of lhe same cells 12 days after lhe first inoculum. The 

cytological analysis showed that 1-G and 2-S !ines represen! diferent clones of Ehrlich's 

carcinoma, displaying a moda! number of 62 and 78 cromosomes respectively. 
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APÊNDICE 

1, Obtenção da concentração padrão das amostras utilizadas, através do uso da 

câmara de Newbauer, segundo CAMPBELL & CAMPBELL (11l!IS). 

A contagem foi feita em câmara de Newbauer, levando-se em conta os 

quadrados externos correspondentes à contagem de leucócitos. As células coradas em 

azul foram consideradas não viáveis (denotando estar inativo o seu sistema de 

permeabilidade seletiva) sendo portanto, desprezadas. A fórmula final para a 

determinaçao do número de células viáveis seguiu-se de acordo com o esquema abaixo. 

N, cels. da suspensão= n. cels. contadas x fator final 

ml 

sendo que: 

Fator final =fator de profundidade x fator de diluição 

área contada 

onde: 

Fator de profundidade = 10 

Fator de diluição =100 

área contada =4mm 

mm para ml. =1000 

assim: 

Fator final = 2,5 x 105 células por ml 
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2.Eietroforese. 

2.1. Eletroforese em gel de agarose. 

A eletroforese foi realizada em placas de agarose Celmgel (Comercial 

CELM). onde foram aplicados com o auxilio do aplicador CELMEGEM 0,6 microlitros do 

soro no filme de agarose. A corrida eletroforética foi feita utilizando o tampão 

Veronai/EDTA 0,05M - pH 8.6 e processou-se a temperatura ambiente, durante 30 

minutos em cuba apropriada modelo Corning a 90 volts. constante. Ao término da corrida 

a placa foi seca em estufa a 45oc. por 24 horas e em seguida corada em amido black 

2% e posteriormente descorada em ácido acético 10%. 

2. 1.1. Solução tampão. 

Dietilbarbiturato de sódio ........................................... 10,30g 

Ácido Etilenodiaminotetraáce!ico (EDTA) ...................... 0,35g 

Água q.s.p ........................................................... 1 OOO,OOml 

pH ................................................................................. 8.6 

2. 1.2. Solução corante .. 

Amido-Biack ................................................................ 0,02g 

Ácido acético 7% .................................................. 1 OO,OOml 

2.1 .3. Solução descorante. 

Ácido acético (vlv) ....................................................... 7% 

2.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida. 

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

sódio (PAGE-SDS), foi feita segundo LAEMMLI (1970), em sistema descontlnuo de 
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tãmp~õ 0,025M e TRIS e 0, 192M de Glicina e 0,1% de SDS em pH 8.3 (LAEMMLI, 

1970) com gel separador 2,5% e o gel espaçador 7,5%. 

Aproximadamente 15 microlitros de soro diluldo 1/17 em solução 

fisiológica foram solubilizados em mistura dissociante descrito por LAEMMLI (1970). As 

protelnas foram dissociadas em imersão em água à 1 OO'C por 3 minutos. A eletroforese 

(PAGE-SDS), processou-se em temperatura ambiente a 100 volts em corrente constante 

de 20 mA, até que o marcador (Bromofenol Blue) atingisse o final do gel. Após a corrida, 

o gel foi removido da placa e corado em Coomassie Blue-250 O, 1% por 2 horas. A 

lavagem (descoloração) do gel foi feita usando-se solução descorante. 

2.2.1. Soluções estoque. 

HCI (1N) 

Trís 

Temed 

água q.s. p. 

pH 

Acrilamida 

Bis-Acrilamida 

água 

(A) 

(C) 

48,00 ml 

36,60 g 

0,23 ml 

1000,00 ml 

8.9 

28,00 g 

0,80 g 

100,00 ml 

HCI (1N) 

Tris 

Temed 

água q.s.p. 

pH 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

água 
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(B) 

(D) 

48,00ml 

5,98 g 

0,46 ml 

100,00 ml 

6.7 

10,00 g 

2,50 g 

100,00 ml 



Riboftavina 

água 

(E) 

4,00 g 

100,00 ml 

Persulfato de K 

água 

(F) 

0,166 g 

100,00 ml 

2.2.2. Solução Tampão para Corrida (1 Ox). 

Tris .............................................................................. 6,0g 

Glícina ..................................................................... 28,80g 

Agua ................................................................... 1 OOO,OOml 

pH .................................................................................. 8.3 

2.2.3. Solução corante. 

Coomassie Blue G-250 ............................................... 0, 1 Og 

Metano! ................................................................. .25,00ml 

Acido acético ............................................................. 7,0 ml 

Agua q.s.p ............................................................ 100,00ml 

2.2.4. Solução para Descoloração e Estoque do Gel. 

Metano! ................................................................. .25,00ml 

Acido acético ............................................................. 7,0 ml 

Agua q.s.p ............................................................ 1 OO,OOml 

120 



3. Testes sorológicos 

3.1. lmunoeletroforese. 

Testes sorológicos de imunoeletroforese com soro de coelho anti-lg de 

camundongo total, obtido conforme descrito no material método (ftem 3.3. e 3.4.) em 

reação com o soro individual e "pool' de camundongos (Antlgenos) submetido ao 

carcinoma de EhrlicMinha 1-G. apresentando crescimento ascltlco (EATj) e sólido 

(EAT1-P e EAT1_D) e seus respectivos controles, obtidos nos perlodos de 7 e 13 dias e 

testes de imunoeletroforese com lg de carneiro anti-lg total de camundongo 0JV.L 

lmunoqulmica IM: 203.3), em reação com "pool" de soro de camundongo (Antlgeno) 

portando tumor na forma sólida EA T -P (linhas 1-G e 2-S) e na forma ascltica EAT (linha 

1-G) e seus respectivos controles, obtidos nos perlodos de 7 e 13 dias. Ambos os testes 

foram realizados em agarose a 1,5% em tampão Barbital pH 8.6 a 0,04M (GRABAR & 

WILLIAMAS, 1953). 

Aproximadamente 20 microlitros de soro (Antlgeno) diluldo 1/5 em 

solução fisiológica foram submetidos a imunoeletroforese com 100 micro litros de anti­

soro ( soro de coelho anti-lg de camundongo total e soro de carneiro anti-lg total de 

camundongo-IM:1 03). 

A imunoeletroforese foi realizada em cuba de eletroforese apropriada 

contendo Tampão Barbital pH 8.6 a 0,04M a 1 OrnA por lâmina por um perlodo de 90 

minutos, onde procedeu-se a separação eletroforética do antlgeno. Ao término da 

corrida, adicionou-se 100 microlitros de anti-soro comercial ou 1 00 microlítros de anti­

soro produzido no laboratório (item 3.3. e 3.4.). na canaleta central. para a segunda 

etapa da reação. A secagem do gel foi realizada com papel de filtro. Posteriormente, as 

lâminas foram coradas com Amido-Biack 0,02% e descoradas em ácido acético 7%. 
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3.1.1. Gel de agarose 1 ,5%. 

Agarose ..................................................................... 1 ,50g 

Tampão Barbital pH 8.6 0,04M ............................... 100,00ml. 

3.1.2. Solução Tampão para corrida. 

Azida sódica .............................................................. 2,0 g. 

Ácido dietilbarbiturico ................................................. 1 ,60g. 

Dietilbarbiturato de sódico ............................................ 8,24g 

Água q.s.p .......................................................... 1 OOO,OOml 

pH .................................................................................. 8.6 

3.1.3. Solução corante e d"scoranle, ver item 2.1.2. e 2.1.3. 

3.2. lmunodifusão radial simples. 

Te;;tes de imunodifusâo radial simples foram realizados em agarose a 1% 

com tampão Barbital pH 8.6 à 0,04M (GRABAR & WILUAMAS, 1953), com "pool" de 

soro de camundongos (Ag) portando tumor na forma sólida EAT-P (linhas 1-G e 2-S) e 

na forma ascltica EAT (linha 2-S) e seus respectivos controles. (item 3.1.). 

Aproximadamente 250 microlitros de lg de carneiro anti-lgG de 

camundongo 0fV.L. lmunoqulmica IM; 306.1) foram adicionados a 15m! de agarose 1 ,5% 

(mantida em B.M. á ssoq, na proporção de 16 microlitros de anti-sorolcm2 de agarose, 

distribulda em lâmina de 100 x 100 mm. Posteriormente à adição de 20 microlitro do 

antlgeno diluldo 114 nos oriflcos a placa permaneceu difundindo em câmara úmida por 

um perlodo de 48 horas, seguido de lavagem com solução de NaCJ O, 15M sob agitação 

branda e constante. A secagem do gel foi realizada com papel filtro a T.A. ou a 37oc ou 
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de forma direta com secador. Posteriormente o gal foi corado em amido black, e em 

seguida descorado (ver preparo da agarose e do tampão item 3.1.1. e 3.1.2. e solução 

corante e descorante item 2.1.2. e 2.1.3.). 

3.3. Eletroforese em foguete (Rocket). 

Testes de eletroforese em foguete com anti-soro anti-complemento C3c 

(Nordic & lmunology GAM/C3c) foram realizados em agarose a 1% com tampão 

Trís/Barbitone pH 8.6 a 0,49 M (LAURELL, 1966) em reação com soro de camundongos 

portadores de tumor na forma sólida EAT-P (linhas 1-G e 2-S) e na forma ascltica EAT 

(linha 1-G) e seus respectivos controles, obtidos conforme descrito no material e método 

(item 3.1). 

Aproximadamente 150 microlitros de anti-soro anti-complemento C3c de 

camundongo, foram adicionados a 15ml de agarose 1% (mantida em B.M. a 550c ), na 

proporção de 10 microlitros de soro/cm2 de agarose, distribuldo em lâminas de 100 x 

100 mm, usando-se moldura (frame) apropriado. Posteriormente à adição de 20 

microlitro das amostras diluídas 1/30 em Tampão Tris/Barbitone pH 8.6 a 0,49M. estas 

permaneceram no aparelho de eletroforese sob resfriamento. A e!etroforese permaneceu 

"over-night" em tampão Tris/Barbitone pH 8.6 ajustando-se o potencial gradiente no gel 

de 1.5 - 2.0 voltsicm2, utilizando-se voltímetro adequado. Ao término da eletroforese, 

submeteu-se o gel à pressão ou lavagem com salina a 0,15M, procedendo-se 

posteriormente a secagem direta com secador ou com papel filtro a TA ou a 370C. Após 

48 horas o gel foi corado em "Coomasle Blue" em seguida descorado. rJer preparo de 

substâncias abaixo). 

3.2.1. Gel de agarose 1%. 

Agarose ..................................................................... 1 ,O g 

Tampão Tris/Barbitone .......................................... 100,00ml 
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:3.2.2. Tampao para corrida. 

Tris ....................................................................... ..44,30g. 

Barbitone (ácido dietilbarbiturato) ............................. 22,40g. 

Lactato de cálcio ........................................................ 0,53g 

Azida sódica .............................................................. 1 ,OOg 

Água q.s.p ......................................................... 1000,00ml. 

pH .................................................................................. 8.6 

Diluir 1 + 4 antes do uso. 

3.2.3. Solução corante. 

Coomassie Brilhante Blue ............................................ 5,00g. 

Etano! 96% ......................................................... .450,00ml. 

Ácido acético ....................................................... 100,00ml. 

Água .................................................................. ..450,00ml. 

3.2.4. Solução descorante, ver item 2.1.3. 

7. Preparo citológico da amostra e coloração das lâminas para contagem dos 

cromossomos. 

O volume ascitico total obtido do animal foi transferido para tubos de 

centrlfuga e estes foram centrifugadas à 900 r.p.m. por 5 minutos (centrlfuga Excelsa 

BAB Y). Em seguida, ao sedimento total foi adicionado 1 ml de solução hipotõnica de 

KCI (0,075M à 370C) e após ressuspender lentamente, adicionou-se mais 5 ml 
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permanecendo em repouso por 1 O minutos. Em seguida centrifugou-se novamente e o 

sobrenadante foi fixado com metano! e ácido acétíco (na proporção de 3:1 ). De inicio, 

colocou-se 1 m! de fixador e após ressuspenção completou~se com mais 5 ml, 

ressuspendendo novamente. Procedeu-se a nova centrifugação, e ao precipitado foi 

acrescentado 5 ml de fixador, seguida de ressuspenção, permanecendo por 60 minutos 

a 1 0°C em geladeira. Decorridos o tempo de fixação, as amostras foram centrifugadas e 

ao sedimento adicionou-se 0,5 ml de fixador. Em seguida, procedeu-se a distribuição do 

material nas lâminas permitindo-as secarem naturalmente (cf. VIEIRA, 1980). Usou-se 

lâminas previamente limpas, imersas em álcool etllico absoluto comercial e mantidas na 

geladeira. Depois de secas as lâminas foram cobertas com uma solução de orcelna 

acética ( orcéina acética 2% + ácido acético 60% cf. ISING, 1955). Passados 5 minutos 

as lâminas foram lavadas e deixadas secarem, rotuladas e fotografada em imersão, com 

o auxilio de um microscópio Olympus Pan F. Para a contagem selecionou-se somente 

células com um crtoplasma de contorno arrendondado, indicativo de que nenhum 

cromossomo escapou da célula durante o procedimento de preparo. 
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Tabela 10 - Análise de variância da espessura (mm) da parte central do 
coxim plantar posterior de camundongos implantados com 
EAT linhagem 1-G, em função do número de células e dias da 
inoculação. 

-~--·-· 

CAUSAS DE 

.YJ\RIAÇÃQ 
Grupos 

Resíduo (a) 

Camundongos 

. 
Dias 

Grupos x dias 

Resíduo (b) 
Sub-total . 

Total 

GL l·-~SQ--~ QM 

r-i9.Õ594 3 D.l784 
16 8.2592 0.5162 

- --· 
19 1 65.4377 

8 !08.9828 13.6228 
24 11.2316 0.4679 

128 3.2022 0.0250 
160 __ 123.4167 

179 188.8544 
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c~ii. 

+-·--~ 
544.53 

18.70 



Tabela 11 • Análise de variância da espessura (mm) da parte central do 
coxim plantar posterior de camundongos implantados com 
EAT linhagem 2-S, em função do número de células inoculadas 
e dias da inoculação. 

USAS DE CA 
VAR 
Gru 

Res 

IAÇÃO 
pos 
íduo (a) 

Can mndongos 

-------~-

s Dia 
Gru 
Res 
Sub 

pos x dias 

íduo (b) 
-total 
-~--

Tola I 

--~-

GL 

3 
16 

19 

r--::--
8 

24 
128 
160 

179 

SQ 

---
63.1 

4.5 

67.7 

823 
183 

006 

t------
139.4 239 

7535 7. 

QM F 

-=-=~+-- ---
21.0608 74.57 

0.2824 

17.4279 833.03 
0.3230 15.44 

2. 
149.8 

217.5 

:"':"'-;+-~0209 +--·--
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Tabela 12 • Análise de variância da espessura (mm) do coxim plantar 
posterior de camundongos reinoculados com 1 o6 células do 
EAT linhagem 1-G, em função do número de células e dias da 
inoculação. 

-- I CAUSAS DE GL SQ QM F 
_yAR!~O _ 

-"·~·-- ----
Grupos 1 0.1537 0.1537 0.22 
Resíduo (a) 18 12.2113 0.6784 

Camundongos 19 12.3650 

. 
Dias 8 40.5563 5.0695 115.11 
Grup<Js x dias 8 0.2371 0.0296 0.67 
Resíduo (b) 144 6.3413 0.0440 
Sub-total 160 47.1347 r----- t-~-·--··------!-"--- -

Total 179 59.4998 

---
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Tabela 13 - Análise de variância da espessura (mm) da parte central do 

coxim plantar de camundongos reinoculados com 1 o6 células 
do EA /linhagem 2-S, em função do número de células 
inoculadas e dias da inoculação. 
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