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TUMORES EXPERIMENTAIS DO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Padronizacao de modelo em roedores
utilizando a linhagem 9L

Custédio Michailowsky', Flavio Key Miura', Angela C. do Valle?, Shigueko Sonohara?,
Thales D "Alessandro Meneguin®, Ana Maria C. Tsanaclis®

RESUMO - Grande variedade de modelos experimentais foram estabelecidos em neuro-oncologia durante as
Ultimas décadas, a fim de estudar a biologia tumoral e a eficiciéncia de novas drogas e novos tratamentos em
gliomas malignos humanos. Embora estes modelos estejam bem caracterizados e sejam facilmente reproduziveis
e aplicaveis, ha limitagdes quanto ao seu uso e a resposta obtida, principalmente quando utilizados para
monitorizacdo de tratamentos. A proposta deste estudo é padronizar modelo de tumor cerebral glial experimental
e detectar variaveis que possam influenciar o seu desenvolvimento. Células 9L foram inoculadas na substancia
branca do cérebro em 48 ratos machos Sprague-Dawley; destes, 25 animais receberam eletrodos corticais para
realizacao de eletroencefalografia. Os animais eram avaliados diariamente por observagdo neuroldgica. Vinte e
quatro ratos desenvolveram tumor — 10 animais morreram ou no pds-operatorio imediato ou durante a evolucao;
14 animais nao desenvolveram tumor. Macroscopicamente, o tumor parecia bem delimitado; caracteristicas de
malignidade e extensa infiltracdo foram observadas a microscopia de luz; o diagndstico foi o de astrocitoma
maligno. A utilizacdo de técnica estereotaxica e a infusdo de pequeno volume de suspensao celular por um
tempo longo de infuséo foram considerados importantes para o bom desenvolvimento do tumor. Procedimentos
que merecem atencao sdo: contagem precisa das células na camara de Neubauer, agitacdo constante da suspensao
de células a serem inoculadas e fixacdo precisa da profundidade de inoculacdo. O modelo experimental
desenvolvido no presente trabalho mostrou ser de execucao relativamente facil, com custo razoavel e reprodutivel.

PALAVRA-CHAVE: Glioma 9L, neoplasia cerebral experimental, ratos Sprague-Dawley, técnica de inoculacdo
de tumores experimentais, tumores cerebrais.

Experimental tumors of the central nervous system: standardisation of a model in rats using the 9L
glioma cells

ABSTRACT - A number of experimental models have been established during the last decades in order to study
tumor biology and the effects of treatment or manipulation of the microenvironment of malignant glial tumors.
Even though those models have been well characterised and are, to a certain extent, easily reproducible, there
are limitations as to their use and to the interpretation of the results. The aim of this study is to standardize a
model of a malignant glial tumor and detect possible events able to modify its development. 9L cells were
inoculated intracerebrally in 48 Sprague-Dawley rats; from these, 25 animals were also implanted with a device
containing electrodes for the registration of the electroencephalogramm. Animals were daily evaluated by
neurologic examination. Twenty four animals developed tumor — 10 animals died either in the immediate pos-
operatory period or during evolution; 14 animals did not develop tumor. Macroscopically the tumor was well
demarcated from the adjacent brain; by light microscopy the tumor exhibited malignant characteristics as well
as extensive infiltration of the brain parenchyma. Diagnosis was that of a malignant astrocytoma. The use of the
stereotaxic frame and care to infuse a small volume of liquid containing cells during a period of 120 seconds
were the most important procedures to obtain sucess in the model. Additional care should be taken in counting
cells in the Neubauer camera and in maintaining cells in constant agitation before injecting the tumor-containing
solution. The model here developed was efficient besides being of low cost and of relatively easy execution.

KEY WORDS: 9L glioma, experimental brain neoplasm, Sprague-Dawley rats, inoculation technique of
experimental tumors, brain tumors.
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O conhecimento incompleto da patogénese e da
etiologia dos tumores malignos primarios do sistema
nervoso central (SNC), em humanos, faz com que a
maioria de pacientes com diagnéstico destas lesoes
apresentem sobrevida média menor do que 1 ano'.
Por isso, modelos experimentais de gliomas sao de-
senvolvidos em varias espécies de animais com a fina-
lidade de estudar tanto a biologia tumoral como a
resposta a varias modalidades de tratamento - terapia
génica, imunoterapia, radioterapia e quimioterapia?.

O tumor cerebral mais frequente, totalizando 15-
20% de todas as neoplasias intracranianas, é o glio-
blastoma multiforme (GBM). O GBM pode se apre-
sentar tanto como lesdo primaria, denominado glio-
blastoma de novo, como também pode ser o resul-
tado final da transformac¢éo maligna progressiva de
um astrocitoma ou, mais raramente, de um oligo-
dendroglioma®. GBM pode se manifestar em qual-
quer idade, mas preferencialmente afeta adultos,
com pico de incidéncia entre 45 e 70 anos de idade,
mostrando preponderancia em homens de 2:1 a 3:1
em relacao as mulheres'*. GBM ocorre mais frequen-
temente na substancia branca dos hemisférios cere-
brais, sendo o lobo temporal o mais acometido
(31%), sequido do parietal (24%), frontal (23%) e
occipital (16%)'3*. Mesmo apresentando fatores
prognésticos favoraveis, como auséncia de necrose,
idade jovem e resseccao cirlirgica total, apenas 5%
dos pacientes sobrevivem até 5 anos'3“. Algumas
linhagens celulares de glioma em ratos foram indu-
zidas por injecoes sistémicas ou transplacentarias de
nitrosuréias; destas, as linhagens 9L e C6 sao as mais
empregadas para o desenvolvimento de tumores
experimentais>8.

As células 9L foram originalmente induzidas por
injecoes sistémicas semanais na dose de 5mg/ Kg de
N-Nitrosometiluréia (NMU) por um periodo de 8
meses em ratos machos Fischer 3445, Esta linhagem
celular cresce tanto in vitro como in vivo. Em cultu-
ras, as células apresentam tempo de duplicacdo en-
tre 18 e 20 horas’. Os primeiros estudos experimen-
tais desenvolveram tumores subcutaneos e intrace-
rebrais com caracteristicas de glioma maligno huma-
no’®. A inoculacdo intracerebral de 4 x 10* células
deve desenvolver um tumor em todos animais sin-
génicos com um periodo de sobrevida médio de 23
dias; os sintomas aparecem 5 a 6 dias antes do 6bi-
to’. A interpretacdo dos resultados obtidos com os
modelos experimentais deve, entretanto, ser feita
levando-se em conta que o crescimento tumoral
pode ser influenciado pela técnica de inoculacdo em-
pregada, pela linhagem do animal e também pela
origem das células?®.

Nossos objetivos neste estudo sao: a) padronizar
a técnica de inoculacdo intracerebral em ratos, utili-
zando células 9L (murinas) com a finalidade de desen-
volver tumor cerebral; b) identificar possiveis fatores
que influenciam os resultados finais deste modelo.

METODO

Células

Células 9L (doadas pelo Dr. Shusuke Moriuchi, Departa-
mento de Neurocirurgia da Universidade de Osaka, Japao)
foram cultivadas no Laboratério de Oncologia Experimen-
tal da Faculdade de Medicina da USP. As células foram
mantidas em meio Dulbecco Modificado (Eagle) (DMEM),
soro fetal bovino (SFB) a 10%, 50ig/ ml de ampicilina +
estreptomicina a 37°C em estufa contendo 5% CO, .

As células foram removidas dos frascos de cultura com
solucao de tripsina 0,2%/EDTA 0,02% em PBS, de cultu-
ras, com confluéncia maxima de 90%. A viabilidade celu-
lar foi determinada pelo método de exclusdo de tripan
blue. O nimero de células foi contado em camara de Neu-
bauer. Quando da preparacao para inoculacdo no encéfalo
dos ratos, as células foram lavadas com meio DMEM sem
SFB e suspensas numa concentracdo de 2 x 107 céls/ml e
uma aliquota de 5ul (1 x 10° células) desta suspenséo foi
inoculada em cada animal (Fig 1A).

Animais

Utilizamos ratos machos da linhagem Sprague-Dawley
adultos, provenientes de 6 casais adquiridos do Centro de
Bioterismo da UNICAMP e que foram acasalados no Cen-
tro de Bioterismo da FMUSP para formacao de coldnias.
Os animais foram tratados conforme o regulamento do
préprio centro.

Ap6s a inoculacao intracerebral do tumor, os ratos per-
maneciam dentro ou do Laboratério de Neuropatologia
Experimental do Departamento de Patologia ou do Labora-
torio de Neurofisiologia Experimental para observagao neu-
rolégica diéria.

Técnica Cirurgica

Grupo | - Os animais eram pesados e anestesiados com
injecdo intraperitoneal de cloridrato de cetamina (Ketalar®;
Cristalia), na dose de 0,2 mg/ 100 g de peso e submetidos
a tricotomia da porcdo superior da cabeca. A seguir, o
cranio era fixado ao aparelho de estereotaxia David- Kofp
pelas barras auriculares, introduzidas no conduto auditi-
vo externo para impedir a mobilizacdo da cabeca para os
lados (Fig 1B). Uma incisao longitudinal e mediana na pele
do cranio era feita com lamina de bisturi n® 20, apos asse-
psia com iodo tépico. Uma boa exposicao da calota cra-
niana para visualizacdo adequada das suturas era realiza-
da por disseccao subperiostal com auxilio de uma rugina
(Fig 1Q). O orificio de trepanacao selecionado era feito
com uma broca (1/8") movida por motor (Fig 1D), confor-
me atlas estereotaxico para ratos de Paxinos-Watson'?, a
2 mm da linha média (sutura sagital) e 2 mm posterior a



236 Arq Neuropsiquiatr 2003;61(2-A)

Fig 1 A) As células 9L aderidas ao fundo do frasco de cultura com confluéncia acima de 90%. B) A barra auricular
(a) introduzida na orelha esquerda e a presilha (p) imobilizando a cabega, impedindo movimentos verticais. O

maxilar superior é mantido imovel porque é pincado entre a presilha superior(p) e a barra inferior (b). Utiliza-se

a anestesia local afim de diminuir a dor e o sangramento. C) Exposi¢ado da calota craniana com a visualizacdo da

sutura bregmética (S) . D) Trepanacdo com broca elétrica na Area 3 somestésica. E) Orificio da trepanacao na

regido parietal D. F) Ponta da seringa de Hamilton a 4mm de profundidade no cortéx cerebral na drea

correpondente inoculando 9L.

sutura corondria, tomando-se cuidado para nédo lesar o
cortex cerebral com a ponta da broca (Fig 1E).
Aspirava-se do tubo “Eppendorf” um volume de 5l
na concentracdo de 10° células 9L, sob agitagcdo constan-
te, na seringa de Hamilton de 10ul fixada no aparelho de
estereotaxia e injetada lentamente (120 segundos) na area
3 somestésica parietal D, conforme citoarquitetura de Krieg
(1946) e adaptado segundo Atlas funcional de Zilles'', a 4
mm de profundidade do orificio de trepanagao (Fig 1 F).

ApOs a retirada da agulha da seringa de Hamilton, o orifi-
cio era selado com cera de osso para evitar o refluxo das
células inoculadas. A sutura da pele era feita com pontos
simples com fio de sutura.

Grupo Il - Neste grupo, os animais receberam implan-
tes de eletrodos corticais para registro de eletroencefalo-
grama (EEG), conforme o protocolo do Laboratério de Neu-
rofisiologia Experimental'®''; neste dispositivo foi mantida



Arq Neuropsiquiatr 2003;61(2-A) 237

Fig 2. A) Presenca de extensa lesdo com componente subaracnéideo (T). B) O EEG mostrando presenca de
espiculas-ponta —onda no hemisfério contra-lateral (seta branca) e diminuicdo da voltagem no hemisfério D
(seta preta). C) Lesao circunscrita ao coértex, acinzentada. D) GFAP positivo (G) . E) Lesdo tumoral, hipercelular,
presenca de necrose (n). F) Mitose explosiva (m). G) Infiltracao do parénquima cerebral adjacente a lesdo (b).

uma canula de inoculacdo lateral a saida dos eletrodos,
tendo como alvo a area 3 somestésica. O processo de ino-
culacdo intracerebral das células tumorais era semelhante
ao do grupo 1, exceto pela distancia de penetracdo da
ponta da agulha (mais 5 mm correspondentes ao compri-
mento da canula de inoculacdo implantado no soquete).
Ap0s inoculacdo, os animais dos dois grupos permaneci-
am em gaiolas préprias e recebiam agua e racdo ad libitum.

Acompanhamento

Os animais eram examinados diariamente, com particu-
lar atencdo dada as mudancas comportamentais mani-
festadas por: diminuicdo da agilidade; passividade; irri-
tabilidade, diminuicdo da higienizacdo, aparéncia relaxa-

da e déficits neuroldgicos manifestados por disturbios da
marcha e déficits motores focais. Os animais com o soquete
para suporte de eletrodos, além de serem submetidos a
observacao neurolégica diaria, realizavam exames eletro-
encefalograficos periédicos no eletroencefalégrafo de 21
canais Nihon-Kohden, sendo o Ultimo exame realizado no
dia do sacrificio.

Os animais do grupo com monitorizacao EEG realiza-
ram, em média, 4 exames: o primeiro, 10 dias apds a im-
plantacdo dos elétrodos corticais; o segundo e terceiro,
10 e 15 dias ap6s a inoculacdo das células 9L; o quarto,
no dia do sacrificio.

Os animais eram sacrificados com a administracao de
dose letal intraperitoneal de tiopental sddico (Tiopental®;
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Cristalia), 3 a 5 dias apds o aparecimento dos sintomas
neuroldgicos e seu peso era registrado. A seguir, realiza-
va-se uma reabertura da incisdo mediana na pele do cra-
nio utilizando ldmina de bisturi n°® 20; no grupo II, retira-
va-se o dispositivo craniano (soquete). Em seguida, reali-
zava-se a craniectomia com goiva . Neste momento, deve-
se descolar o encéfalo do osso com dissector para evitar
lesoes traumaticas da superficie cerebral. Apés ampla cra-
niectomia, retirava-se o encéfalo com lamina de bisturi e
tesoura seccionando-se o tronco cerebral e os bulbos ol-
fativos (Fig.2 A).

O material, entdo, era fixado em solucdo preparada
de paraformaldeido 4%+ glutaraldeido 2% por 72 horas
e o encéfalo era examinado por cortes coronais de 0,4 cm
de espessura; o material era processado com metodologia
histolégica de rotina para inclusdo em parafina e obten-
¢ao de cortes que foram corados com hematoxilina-eosina
e, eventualmente, submetidos a reacdes imuno-histoqui-
micas para deteccdo de sitios reagentes a proteina fibrilar
glial acida (GFAP).

RESULTADOS

O tempo de evolucao do tumor, desde o momen-
to da implantacdo até o sacrificio, variou entre 14
dias e 68 dias; a maioria foi de 21- 31 dias.

Grupo | - Foram utilizados 18 machos Sprague-
Dawley. Trés animais morreram no pdés-operatorio
imediato, 2 animais foram encontrados mortos na
gaiola e 7 animais deste grupo nao desenvolveram
lesdo tumoral. Seis animais desenvolveram a lesao.

Grupo Il - Vinte e cinco ratos foram monitorizados
com exames de EEG no total de 30 ratos. Quatro
animais foram a 6bito no pés-operatério imediato e
um animal foi encontrado morto na gaiola, por isso
foi desprezado do estudo. Dezoito animais (72%)
desenvolveram tumor e o restante dos animais nao
apresentou tumor durante todo estudo. O registro
final era feito por meio de pena com tinta que se
move sobre uma folha de papel continuo. Os resul-
tados foram uniformes entre os animais que desen-
volveram lesdo: 1- o 1° registro mostrou a presenca
de ondas teta (0) - resultado do estado de vigilia e
atencdo do animal e auséncia de qualquer outro tipo
de onda eletroencefalografica patolégica; o 2° e 3°
exames mostravam registros de espiculas-onda no
hemisfério D ipsilateral ao da inoculacdo de células
tumorais, correspondendo a um foco epileptogénico,
provavelmente, por causa do desenvolvimento tu-
moral; no 4° exame, o tracado exibe padrao irregu-
lar, a onda 0 desaparece, resultado da diminuicao
do nivel de consciéncia do animal, aparecimento de
focos epileptogénicos no hemisfério contra-lateral

(atividade epileptdgena) e ondas lentas de baixa vol-
tagem no hemisfério direito, correspondendo a bai-
xa atividade elétrica neuronal do tecido cerebral adja-
cente a lesdo tumoral (Fig 2B).

Andlise da variacao de peso - Dos 24 ratos que
desenvolveram lesdo, 17 apresentaram diminuicao
do peso que variava 3 a 100 gramas; sete animais
perderam mais de 50 gramas durante o estudo,
correspondendo a perda de 15-20% do peso inicial
e 10 ratos apresentaram uma diminuicdo menor que
50 gramas, correspondendo um média menor que
10% do peso inicial. Cinco animais ganharam peso,
com variacdo de 5 gramas a 30 gramas.

Tamanho da leséao - O tamanho da lesdo encontra-
da no encéfalo dos animais era geralmente extensa
e e se exteriorizava para a superficie cortical (Fig 2C).
Macroscopicamente, apresentava-se acinzentada e
aparentemente bem circunscrita, sem invasao do he-
misfério contra-lateral. Os limites com o parénquima
adjacente eram bem marcados e o tumor era facil-
mente destacavel dele.

Achados histoldgicos - O material corado em HE
mostrava tumor com alta celularidade. Estas células
exibiam intenso pleomorfismo, presenca de mitoses,
proliferacdo endotelial, areas de necrose e infiltra-
cao do tecido cerebral adjacente. O diagnéstico his-
tolégico foi o de astrocitoma maligno (Fig2 D, E e
F). A reacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti
GFAP mostrou sitios reagentes no citoplasma das cé-
lulas tumorais.

DISCUSSAO

Ha varios modelos experimentais de tumores ce-
rebrais disponiveis na literatura e cada um apresen-
ta qualidades especificas que podem fornecer res-
posta razoavel a determinada questao experimen-
tal®. Critérios apropriados devem ser analisados nes-
tes modelos para poder validar os objetivos de deter-
minado estudo. Primeiro, é imprescindivel que haja
evidéncias histolégicas e moleculares de diferencia-
cao astrocitica® nas células tumorais a serem implan-
tadas, além de caracteristicas de crescimento e vas-
cularizacao idénticas as de um glioma'#'3; segundo,
o comportamento bioldgico e genético da linhagem
celular deve ser estavel; terceiro, as células tumorais
devem ser capazes de crescer in vitro e in vivo em
animais singénicos'>'3; quarto, o método deve forne-
cer tumores em um tempo suficientemente curto
que permita seu uso para determinacao de eficacia
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em estudos terapéuticos'>'3; quinto, o método tem
de ser simples e facil e deve permitir preparar gran-
de nimero de animais'.

O modelo experimental de tumor cerebral utili-
zando as células 9L é amplamente empregado nos
estudos de neuro-oncologia?®>’'%, principalmente na
demonstracdo da eficacia de novas drogas e de no-
vos protocolos para tratamento oncolégico em hu-
manos’ %19, e também para determinagdes tanto da
biologia quanto da fisiologia tumoral*>%°. Os ratos
Sprague-Dawley foram escolhidos para a realizacao
do trabalho por causa de suas caracteristicas peculi-
ares: 1) na fase adulta, sdo grandes, doceis, adqui-
rem bom peso, facilitando a manipulacao das avali-
acoes diarias; 2) a espécie ndo apresenta crises con-
vulsivas congénitas e, por isso, o estudo EEG e o
acompanhamento com este exame complementar
apresenta maior validade; 3) o animal é singénico
em relacdo a linhagem celular empregada, ou seja,
compativel com as células 9L; com isso, minimizam-
se as reacdes inflamatdrias que possam aparecer
entre o hospedeiro e as células, com consequente
rejeicdo e desaparecimento da lesao>*'. O tumor
que se desenvolve apés a inoculagdo de células 9L é
Unico, bem delimitado e infiltrativo, tornando a ava-
liacdo morfométrica mais facil e real?. Outras linha-
gens, como a C6, formam tumores mais complexos
e mais rapidamente destrutivos dificultando a anali-
se de resultados de testes terapéuticos? .

Necrose com pseudopalicada, proliferacdo endo-
telial, pleomorfismo celular e invasdo tumoral do te-
cido cerebral perilesional foram bem destacados no
estudo histoldgico dos tumores do presente estu-
do. Estas caracteristicas de crescimento, juntamen-
te com a natureza infiltrativa do tumor e a presenca
de sitios reagentes a anticorpo anti GFAP, apontam
para a natureza glial destas células. Algumas amos-
tras da linhagem 9L apresentam componente
sarcomatoso®’, onde, além de células gliais ha uma
extensa reacdo desmoplasica com caracteristicas
neoplasicas diferentes do componente glial>. Devido
a presenca deste 2 componentes, esta lesao foi de-
nominada gliosarcoma’. As células utilizadas no pre-
sente trabalho nao desenvolveram esta caracteristica.

Para resultados uniformes em todos os experi-
mentos, deve-se levar em conta outros fatores:

1) Utilizacdo do aparelho de estereotaxia para
aumentar a exatidao e a reprodutibilidade da area
alvo para inoculacao?'#2021, Alguns autores preconi-
zam a inoculacdo no nucleo caudado™ para dimi-
nuir a incidéncia de lesdes extra-axiais e tornar o exa-

me clinico mais predizivel e uniforme; nés utiliza-
mos a via da substancia branca sub-cortical por ser
a que melhor imita a maior frequéncia de localiza-
cao dos astrocitomas malignos no ser humano3®#, ja
que a via preferencial de infiltracdo dos gliomas é a
dos tratos mielinicos®4. Outros autores obtiveram
bons resultados com a injecdo manual das células
tumorais''>; pelas razdes apontadas acima, opta-
mos por uma padronizagdo mais precisa do local da
injecdo.

2) Volume de inoculacdo pequeno com um tem-
po longo de infusdo - a concentracao de 1 x 10° céls
em 5 ul de solucdo por 120 segundos, parece ser a
ideal para evitar crescimento tumoral extra-cra-
niano?. A presenca de células no espago sub-arac-
noideo pode ser devida a: a) infiltracdo do espaco
pelas células tumorais como parte do comportamen-
to intrinseco das células gliais, ou b) refluxo de célu-
las tumorais para o espaco durante a infusdo. Volu-
me maior de liquido infundido no tecido cerebral
pode levar a edema cerebral agudo?.

3) Padronizacdo do procedimento anestésico. Este
é um passo importante na conducao dos experimen-
tos. Entretanto, mesmo tomando-se cuidado quan-
to a dose de anestésico e a manipulacdo posterior
do animal para colocacdo no aparelho de estereo-
taxia, alguns animais morrem durante o ato anesté-
sico” ', Desta maneira, para a configuracao de proto-
colos experimentais, deve-se levar em conta este fato
e adotar um nUimero de animais compativel com
resultados que possam ser tratados estatisticamen-
te. De maneira geral, perde-se cerca de 10% de ani-
mais durante a inducdo anestésica’. Embora no pre-
sente trabalho a perda tenha sido maior, as causas
foram detectadas e incluem: os animais foram sub-
metidos a 2 anestesias, uma para implantacao de
eletrodos e a outra para inoculacdo das células tu-
morais. A dose de anestésico no segundo procedi-
mento era maior para se obter um bom plano anesté-
sico, o que aumentava a chance de matar o animal.

4) Outra causa de perda dos animais durante a
manipulacdo pré-inoculacdo de células contempla o
choque neurogénico causado por dor na introducao
das barras auriculares no conduto auditivo externo
do animal e a compressao da carétida pela barra
auricular devido ao mau posicionamento da mesma''.

NuUmero significante de animais ndo desenvolveu
tumor 14/38 (37%). Este resultado é um pouco infe-
rior a média descrita na literatura®’'+'>, Provavelmen-
te, as causas deste resultado foram: contagem ina-
dequada de células e falta de agitacdo constante do
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tubo de “eppendorf” durante a aspiracao das célu-
las pela seringa de Hamilton”

O tempo de evolucdo dos tumores neste trabalho
foi, em média, 20-30 dias, precedidos por um periodo
sintomatico de 3-4 dias, ligeiramente menor do que
outros relatados’; isto pode ser devido as caracteristi-
cas proprias da cepa de células 9L utilizada.

O exame de EEG nos animais auxiliou na deter-
minacao da evolucdo do crescimento tumoral. Apa-
recimento de focos epileptogénicos no hemisfério
cerebral inoculado e alteracoes elétricas na area peri-
lesional permitiram inferir sofrimento neuronal. En-
tretanto, ndo é possivel determinar com precisao,
por este método, quanto o tumor cresceu. Outros
fatores que auxiliam na avaliagao indireta do cresci-
mento tumoral sdo: perda de peso e alteracdes com-
portamentais, como falta de higiene; hipoatividade
e sinais neuroldgicos focais, que indicam que o tu-
mor atingiu tamanho suficiente para desencadear
edema cerebral ou lesar estruturas vizinhas. A fim
de evitar sofrimento desnecessario do animal, ele é
sacrificado quando do inicio dos uUltimos sinais.

O modelo experimental desenvolvido no presen-
te estudo mostrou ser de execucdo relativamente
facil, com custo razoavel e reprodutivel. Desta ma-
neira, podera ser utilizado para experimentos que
visam estudar tanto a biologia e fisiologia dos tumo-
res primarios do SNC, como angiogénese e invasao,
além de ensaios terapéuticos em todas as suas mo-
dalidades.
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