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RESUMO: 0 sistema imune dos animais e
constituido por linfocitos, macrofagos,
células relacionadas e seus produtos

soloveis, encontrados em diferentes te-
cidos e d6rgaos. No tumor de Ehrlich em
camundongos, o fendmeno da citotoxici-
dade dependente de anticorpo foi demons-
trada ser eficiente. 0 critério emprega-
do para avaliar a influéncia dos media-
dores foi a medida da sintese do DNR da
célula, pela quantidade de AH-timidina
incorporada apés um pulso de 2  horas,
pela subseqiente contagem da radioativi-
dade precipitada pelo acido triclo-
roacético 10%. Ml atividade supressora do
lipopolissacarideo bacteriano foi estu-
dada tanto pelos fatores soloveis libe-
rados pelos macré6fagos, como também nos
macréfagos tratados em contato com as
células tumorais. O0s fatores envolvidos
no tumor de Ehrlich aparentemente sdo
maltiplos, agindo 1isolada e conjuntamen-
te, havendo necessidade de estudos pos-
teriores para o entendimento do complexo
fenbmeno da imunidade celular.
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INTRODUGRO

0 sistema imunocompetente de um
organismo animal é constituido por um
conjunto de células do tipo linfocitos,
macr6fagos, células dendriticas do baco,

células de Langerhans e células epite-
liais especializadas. Tais células se
localizam no sangue, linfa, bago, nédu-
los linfaticos, placas de Peyer, timo e

medula 6ssea ou seja, nos O6rgaos lin-
foides primarios e secundarios.

0Os linfocitos, que representam pa-
pel relevante, tém a sua atividade de-

pendente da presencga de receptores na
superficie da membrana; assim PBUL, 8
(1384) estimou a presenca de mais do que

106 receptores por célula. Os linfoci-
tos B sdo ativados na presencd de um
imunogeno diferenciando-se em plasmoci-
tos, que secretanm as imunoglobulinas
correspondentes. Por outro Jlado, ha& uma
variedade de tipos de linfdocitos T,
alguns dos quais participam em funcgdes
regulatorias como auxi liares na producgéo
de imunoglobu linas. Outros linfocitos T
sdo envolvidos em fungdes efetoras, pela
liberacdo de fatores que 1iniciam respos-
tas inflamatérias, destruicdo de células

etc. Rssim, distinguem-se os linfocitos
auxi liares, supressores, “hatural and
induced killers™ (FUGIMOTO et alii, 1,

1376 e TFfiDR, 3, 1384). Dentre as fungdes
citotodxicas, além dos chamados NK ("na-
tural killer cells") que destroem certas
células tumorais, tem papel preponderan-
te na defesa orgénica, o fendmeno repre-
sentado pela sigla RDCC (citotoxicidade
celular dependente de anticorpos), no
qual as células que apresentam antlgenos
de superficie recobertos pelos anticor-
pos correspondentes tornam-se suscepti-
veis & atividade dos linfocitos e seus
produtos liberados, que sdo dotados de
atividade farmacologica.

Neste trabalho, apresentamos 0s
resultados preliminares envolvendo a
imunidade celular no tumor de Ehrlich.

MRTERIRI5 E METODOS

Separacdo dos linfocitos. 0 bacgo de
camundongo BRLB/c (fl semanas de idade)
foi rapida e cuidadosamente picotado na
placa de Petri contendo meio de Eagle. R
suspensao celular em 20 ml de Ficol l
Conway foi centrifugada a 2.500 Xg/10

min/ 40 C, o sedimento de tinfécito foi
suspenso em meio de Eagle contendo 101
de soro fetal bovino (FC5). CHENNEY i,
GILLIS, 2, 1984). Uma amostra foi reti-

rada para contagem do nomero de células.

Separac¢c3o de macrofagos. R inducgdo
da migracéo de macrofagos se faz pela
injecdo de o6leo de parafina (TRNRKR, 10,
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1980) no peritdéneo de BALB/c (idade = 9
semanas), sacrificando-se o animal apos
3 dias. As células aderidas & membrana
do peritdoneo foram cuidadosamente reti-
radas por sucessivas Jlavagens com meio
de Eagle. A suspensdo foi centrifugada
varias vezes para eliminacdo do oleo de
parafina e o residuo celular ressuspenso
em meio de Eagle contendo 10% de FC5.
Uma alfquota foi retirada para avaliacéo
do nomero de células.

Células do tumor de Ehrlich. As
células tumorais (mantidas permanente-
mente em cultura) foram injetadas intra-
peritonealmente. Usualmente, utilizamos
3 animais injetados com 1 X :10% ; 2% 10s
e 5 x 10s células respectivamente. Qs
animais foram sacrificados 3a 4 dias
ap6s a inoculacgéo. As células tumorais
foram separadas do fluido ascitico por
centrifugacdo diferencial (la - 500
Xg/5 min/4<= C; sobrenadante a 2000 Xg/15
min/4< C). 0 residuo foi ressuspenso em
meio de Eagle contendo 10% de FC5 e uma
aliquota utilizada para contagem do
namero de células.

ADCC (Citotoxicidade celular depen-
dente de anticorpos). A suspensao de
linfécitos mais <células tumorais  foi
incubada na presenca dos anticorpos
(soro de coelho anti-células tumorais) a

temperatura de 37 C, por 2 horas e
filtrada em Millipore. 0 fluido foi
incubado juntamente com novas células

tumorais a 37 C por aproximadamente 15
horas. 0 grau de citotoxicidade foi
medido pela sintese de DNA pelas células
remanescentes, dando um pulso de duas
horas com AH-timidina (0m1 — 9 mCi/
m mol), seguida de precipitacao com
dcido tric loroacético 10%. A radioativi-
dade do material precipitado foi medida
num contador ("Automatic Computarized
Packard Machine/82") - (MIZOGUCHI et
alii, 3, 1982) .

Atividade do lipopolissacarideo
(LP5). A suspensao de macro6fagos mais
LP5 de Salmonella typhi foi 1incubada a
370 C por aproximadamente 15 horas, 0
fluido foi decantado e as células rema-
nescentes no tubo foram lavadas com o
meio de Eagle e entdo incubadas na pre-
senca de novas células tumorais. A sin-
tese do DNA celular foi medida pela
quantidade de sH-timidina incorporada
(MIZOGUCHI et alii, 4,5, 1980, 1981).

As incubacbes das células em todos
os experimentos foram a temperatura de
37 C, na presenca de 5% de CO: em
estufa umidificada.

RESULTADOS E DI5CU55R0

A eficiéncia do fendmeno da citoto-
xicidade dependente de anticorpos e
claramente demonstrada na Tab. 1, em que

se observa uma diferenca na 1incorporacéo
de sH-timidina pelas células na pre-
senga de anticorpo em relagdao ao con-
trole. Verificam-se diferengas na cito-
toxicidade, dependendo da raca do animal
empregado para ativacao dos linfoécitos
(resultados ndo apresentados).

NAGAO et alii, 6,7 (1984, 1985)
estudaram a acdo de imunomoduladores e
concluiram que o LPS bacteriano apresen-
tava atividade 1inibitéria na viabilidade

de macré6fagos de camundongos Hartley.
Ouando empregamos fluido de células
ativadas, observamos decréscimo na inco-

rporacdo de -"H-timidina na presenca do
LPS (Tab. 2). Por outro lado, quando
utilizamos células residuais, a ativi-
dade do LPS sobre macro6fagos foi bem
mais pronunciada (Tab. 3). 0Os dados
experimentais de NAGAO et alii, 6,7
(1984, 1985) enfatizam a importancia do
tempo de incubacdo na presenca do lipo-
polissacarideo; nas fases 1iniciais 0s

autores admitem a atividade do LPS por
si so, enquanto que ap6s 24 horas soma-
se o efeito dos mediadores liberados

pelos macro6fagos estimulados.

Foram efetuados experimentos com o0
fito de verificar a influéncia da inter-
leucina-2 (IL-2), também denominada TCGF
("T cell grow factor"). Quando utiliza-
mos células de tumor ascitico bhem evo-
luido, em que o animal apresentava baco
necrotico, a proporcao de . nanograma
para 5 x 10 células tumorais nao sur-
tiu efeito algum. Experimentos estdo
sendo conduzidos pelo grupo de MIZOGUCHI
et alii (1987)* empregando linfécitos
separados do sangue de pacientes huma-
nos, em diferentes graus de evolucgcao de
cancer gastrico para a medida do grau
protetor de IL-2 usando 0s linfocitos
dos pesquisadores como valores con-
troles

A  defesa do hospedeiro contra cé-
lulas tumorais, a semelhangca de outros
processos infecciosos, depende ndo sé do
sistema humoral, como também dos fenb-
menos celulares. Ha uma gama extensa de
produtos liberados pelas células do
sistema imune de estrutura molecular
ainda desconhecida, relacdo de estrutura
e funcdo a ser determinada, regulacdo na
liberacdo dos fatores, interacdo entre
receptores celulares e componentes ati-
VoS, 0 que torna a matéria controverti-
da, exigindo, ainda, consideraveis es-
forgos para a compreensdo dos fenOmenos
principais envolvidos na resposta imune.

CONCLUSQES

0 sistema 1imune dos animais é cons-

tituido por linfé6citos,
lulas

macréfagos, cé-
relacionadas e seus produtos so-

*  MIZOGUCHL Y. et alii ghe First Department of Biochemistry - Medical School - Osaka City

Univ. Japan) Study of IL-

on lymphocytes of gastric cancer patiénts, s.l., 1987. /In preparation/
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laveis, encontrados em diferentes .te-
cidos e 0Orgéos. No tumor de Ehrlich em
camundongos, o fendmeno da citotoxici-
dade dependente de anticorpo foi de-
monstrada ser eficiente. 0 critério
empregado para avaliar a influéncia dos
mediadores foi a medida da sintese do
DNA da célula, pela quantidade de H-
timidina incorporada apés um pulso de 2
horas, pela subseqliente contagem da
radioatividade precipitada peto acido
tric loroacetico 10%. A atividade supres-

sora do lipopolissac arideo bacteriano
foi estudada tanto pelos fatores solu-
velis liberados pelos macrofagos, como

também nos macro6f agos tratados em con-
tato com as células tumorais.

0s fatores envolvidos no tumor de
Ehrlich aparentemente sdo maltiplos,
agindo 1isolada e conjuntamente, havendo
necessidade de estudos posteriores para
0o entendimento do complexo fenbmeno da
imunidade celular.

TRBELflI 1 - Citotoxicidade dependente de

anticorpo (ADCC)

515TEMA (N=5) VOLUME (ML)
Linf 6citos 0,50 0,50
Células tumorais 0,50 0,50
flnticorpo 0,01 -
Fluido 0,50 0,50
Células tumorais 0,50 0,50
CPM 1685 3021
Linfoécitos (1 x 10? cels/ml); células
tumorais (1 x 105 cels/ml); anticorpo;
2 horas - 37 (C; filtracdo em Milli-
pore, fluido + novas células tumorais (1

x 10 6 cels/ml); incubacdo por 12 horas
-37< C; pulso 2 horas 10 mnl 3H*
timidina O MCi/mmol); precipitacdao com
acido tricloroacético 10% e medida de
radioatividade, expresso em CPM (conta-
gens por minuto).
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TRBELFI 2 - bicéo de macrofagos por

Ini
LP5: produtos soluveis

SISTEMA (N=3) VOLUME (ML)
Macrof agos 0,50 0,50
LPS - 0,01
Sobrenadante 0,50 « 0,50
Células tumorais 0,50 0,50
CPM 4568 2613

Macr6fagos (2 x 106 cels/ml); LP5 - 0,1
mg/ml; 46 horas incubacdo a 37° C;
filtracdo em Millipore; sobrenadante +

células tumorais (2 x 106 cels/ml);
pulso 2 horas 3H-timidina (10 ml; 9 MCi/
mmo 1) ; determinacdo de contagens pre-
cipitaveis pelo acido tric loroacético
10%, expressos em CPM (contagens por
minuto) .

TRBELfI 3 - Inibicado dos macro6fagos pelo

LP5: "Célula-Célula"”

SISTEMA (N=3) VOLUME (ML)
Macrof agos 0,50 0,50
LPS - 0,01
Células tumorais 0,50 0,50
CPM 2198 1391

Macr6fagos (2 x 106 cels/ml); LPS - 0,1
mg/ml; 24 horas a 37< C; desprezar 0
sobrenadante; lavar células com meio de
Eagle; adicionar novas suspensdes de

células tumorais (2 x 105 cels/ml);
incubacao 12 horas - 37 C; pulso de 2
horas 3H-timidina; contagem do mate-

rial insoldvel em &cido tric loroacético ,
expressos em CPM (contagens por minuto).

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2)"237-241, 1988,



240 HIGUCHI. T

Estudos preliminares da imunidade celular no tumor de Ehrlich

AGRADECI MENTOS

Eu gostaria de expressar a
apreciacao ao Prof. Dr. E. Kimura
Reitor da "Osaka City University"” e
Prof. Dr. 5. Watanabe (U5P) pela
oportunidade de participar do Programa

de Intercambio. Os agradecimentos s30
extensivos aos componentes do "Dept. of
Biochemistry - Osaka City University”. 0

estagio foi desenvolvido com os suportes
financeiros da "Osaka City University"
FAPESP (85/7/3445-0) e "Fundo Colonia
Japonesa - USP"

SUMMARY: The animal
regarded as
macrophages,
and their
different

immune system may be

composed of lymphocytes,

a series of related cells
soluble products found in
tissues and organs. In the
Ehrlich tumour, the phenomenon of an-
tibody dependent cellular cytotoxicity
was shown to be efficient. The criteria
employed to evaluate the activity of
mediators was the measurement of cell
DNA synthesis by the amount of 3H-
thymidine 1incorporated 1into acid insolu-
ble material after two hours pulse. The
suppression by bacterial lipopo lysaccha-

rides into macrophages was studied in
two aspects, the reaction with soluble
products and cell-to-cell contact. The
factors involved 1in Ehrlich tumours are
complex. Each factor may act by itself
or in combination, definitively much

more studies are needed in order to

understand the phenomenon of cellular
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