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do tumor sdlido e ascitico de Ehrlich
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O tumor de Ehrlich ¢é wuma neoplasia
experimental transplantavel de origem epitelial
maligna, espécie-especifica e corresponde ao
adenocarcinoma mamario do camundongo
fémea. Cresce em varias linhagens dessa espécie
animal na forma ascitica, quando inoculado
intraperitonealmente, e na forma soélida, quando
inoculado no subcutaneo (Ehrlich, 1906). Tem
sido utilizado no estudo da ag¢do de componentes
quimicos, fisicos e biologicos sobre o
crescimento, patogénese, imunologia,
citogenética e terapéutica de células tumorais
(Segura et al., 2000; Mady, 2002; Palermo-Neto
et al, 2003; Silva, 2003). A vantagem da
utilizagdo de neoplasias transplantaveis, em
comparagdo as demais, recai sobre o
conhecimento prévio da quantidade e das
caracteristicas iniciais das células tumorais a
serem inoculadas e sobre o desenvolvimento
rapido da neoplasia, que restringe o tempo de
estudo (Stewart et al., 1959).

Uma das mais importantes caracteristicas da
transformag@o neoplasica ¢ a perda do controle
do ciclo celular, o que possibilita a expansdo
clonal (Ceccarelli et al., 2000). A determinagdo
da taxa metabdlica a partir da avalia¢do do indice
mitotico, citometria de fluxo, marcadores
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imunoistoquimicos (Ki67, MIB e¢ PCNA) e
histoquimicos (AgNORs) tem sido amplamente
utilizada, apresentando valor diagnostico e
progndstico na patologia tumoral (Crocker et al.,
1989; Pich et al., 2000).

Na rotina de trabalho com o tumor de Ehrlich,
incluindo inoculag¢do e manuteng¢do do tumor, e
na elaboracdo dos protocolos de pesquisa, ¢
muito importante conhecer o seu comportamento
e evolugdo nas diferentes formas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade
proliferativa das células do tumor de Ehrlich em
dois microambientes: tecido subcutdneo (forma
solida) e peritobneo (forma ascitica), em
diferentes periodos, a partir da utilizagdo da
imunoistoquimica  (antigeno  nuclear  de
proliferagdo celular — PCNA) e da técnica
histoquimica de impregnagdo pela prata
(AgNORs).

A citopatologia foi realizada em 10
camundongos BALB/c, machos, com trés meses
de idade, inoculados intraperitonialmente com
0,1ml da suspensdo celular do tumor de Ehrlich
(5x10° células), e a histopatologia com 10
camundongos BALB/c, machos, com trés meses
de idade, inoculados com 0,5ml (2,5 X 10°
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células), no subcutaneo do coxim plantar. Para
avaliagdo da curva de crescimento tumoral do
Ehrlich soélido, foram feitas mensura¢des de
espessura do coxim plantar, por meio de um
micrometro, imediatamente antes e apds a
inoculacdo, com intervalo de 24 horas. Os
animais foram sacrificados em diferentes
periodos poés-inoculagdo (7 e 14 dias). Nos
inoculados intraperitonealmente, foram feitos
esfregacos, confeccionados a partir da aspiragdo
do liquido ascitico. Dos camundongos
inoculados no subcutaneo, colheu-se o coxim
plantar, ¢ cortes de 4um foram obtidos para
analise histopatologica.

Nas laminas citologicas e histologicas, foram
realizadas andlises imunoistoquimicas para
deteccdo do PCNA, utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-PCNA, sendo a freqiiéncia
determinada pela porcentagem de células
positivas em 1000 células tumorais. As laminas
também foram coradas pela técnica de AgNORs
descrita por Ploton et al. (1986), com

modificagdes propostas por Aubele et al. (1994).
As AgNORs foram estudadas usando-se um
analisador de imagens digital (Programa KS300;
versdo 2.0, da Kontron Elektronik) em que se
avaliaram os seguintes parametros: numero e
area de AgNORs no nucleo e caracterizagdo
morfologica e distribuig¢do dessas regides.
Cinqiienta nucleos por caso/lamina foram
analisados a um aumento de 100x.

A microscopia, o tumor sélido de Ehrlich
apresentou células intensamente pleomorficas e
anaplasicas, com relagdo nucleo-citoplasma
elevada, nucleo com cromatina frouxa e
nucléolos proeminentes. O indice mitético foi
alto, com varias figuras de mitose atipicas. O
estroma foi constituido por fibras colagenas e
delicados capilares. Observaram-se extensas
areas de necrose e hemorragia. A taxa de
crescimento neoplasico foi maior a partir de sete
dias (Fig.1). A forma ascitica apresentou células
levemente maiores do que a forma so6lida, mas
com referéncia a outros aspectos foi similar.
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Figura 1. Curva de crescimento (mm) do tumor s6lido de Ehrlich do dia 0 ao dia 14 em camundongos

BALB/c.

Nas laminas citologicas e histologicas, a
imunomarcagdo pelo anti-PCNA foi nuclear,
com padrio granular e intensidade variavel. A
porcentagem de  células  positivas  foi
significativamente maior no grupo de sete dias
(96%) em relacdo ao grupo de 14 dias (86,4%).
Na histologia observou-se o inverso, ou seja, o
grupo de 14 dias (76,4%) apresentou maior
porcentagem de imunomarcadas para o PCNA
em relagdo ao grupo de sete dias (61%), fato que
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sinaliza para uma possivel diferenca na curva de
crescimento entre o tumor sélido e ascitico.

No tumor ascitico, as NORs estavam fortemente
unidas, constituindo estruturas argirofilicas
grandes, arredondadas ou irregulares,
preenchendo totalmente o nucléolo. Em alguns
casos, pequenas NORs podiam ser vistas
dispersas pelo ntcleo. No tumor sdlido,
predominavam NORs variando de pequenas a
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médias, algumas isoladas, outras no centro do
nucléolo, ou distribuidas sob o aspecto de
corddo, formando um arranjo em colar ao redor
do nucleo e nucléolo.

As andlises morfométricas mostraram que o
grupo de 14 dias apresentou numero e area de
AgNOR significativamente maiores em relagdo
a histologia do grupo de sete dias (Fig. 2). Essas
diferencas foram compativeis com as avaliagdes
macroscopicas do  crescimento  tumoral
observadas nos dois grupos. Na citologia, nos
mesmos tempos comparados, observou-se que as
amostras do grupo de sete dias, tanto no niimero
de AgNOR como na area, apresentaram-se
significativamente maiores (Fig. 2). Essas

alteragdes na atividade proliferativa, expressas
pelos parametros das NORs, sugerem que o
proprio ambiente intraperitoneal pode ter
favorecido a maior velocidade de proliferacao
das células neoplésicas no periodo de sete dias,
devido a presenga de grande quantidade de
nutrientes, espago, auséncia de tensdes e
condigdes propicias a multiplicagdo celular. No
periodo de 14 dias, as células neoplasicas podem
ter sido “desestimuladas” a entrarem em ciclo
celular, possivelmente pela diminui¢do da oferta
de nutrientes e maior quantidade de células
neoplasicas. O método de AgNOR pode ter sido
sensivel e permitido identificagdo precoce das
mudangas intranucleares (Ploton et al., 1986;
Derenzine e Treré 1991).
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Figura 2. Numero de AgNORs com 7 e 14 dias no tumor solido e ascitico de Ehrlich em camundongos

BALB/c.

Os resultados revelam, por ambas as técnicas,
maior proliferagdo do tumor de Ehrlich na forma
ascitica aos sete dias e na forma sélida aos 14
dias. Sendo o PCNA uma medida da fracdo de
células em proliferacdo e os pardmetros de
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AgNORs bons indicadores da velocidade de
proliferacdo do ciclo celular, essas alteragdes na
atividade proliferativa sugerem que a curva de
crescimento das formas solida e ascitica do
tumor experimental de Ehrlich sdo diferentes.
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Enquanto na forma ascitica o pico de Palavras-chave: camundongo, tumor de Ehrlich,

proliferagdo ocorre precocemente aos sete dias, AgNOR, PCNA.
no tumor solido é mais tardio, tendo sua
proliferacdo celular potencializada a partir do
sétimo dia.
ABSTRACT

Twenty BALB/c mice were inoculated with cell suspension of Ehrlich tumor. Ten mice were inoculated in
the cushion plant (solid form) and the other 10 in the peritoneum (ascitic form). Animals were euthanized
on different times (7 and 14 days). Cytological and histological slides, immunohistochemical (PCNA)
analysis and NORs silver impregnation technique were performed. The results showed more proliferation
on the 7% day in the ascitic form and on 14"-day in the solid form, using both analyses (PCNA and
AgNORs). The alterations observed in the Ehrlich tumor’s proliferation activity suggested that the growth
curve is different between ascitic and solid forms. In the first one, the proliferation peak occurs on the
seventh day and in the solid tumor the growth curve was more delayed, showing increased proliferative

potential after seven days.

Keywords: mice, Ehrlich tumor, AgNOR, PCNA.
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