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R E S U M O :  0 s i s t e m a  i m u n e  dos a n i m a i s  è 
c o n s t i t u í d o  por l i n f ò c i t o s ,  m a c r ó f a g o s ,  
c é l u l a s  r e l a c i o n a d a s  e seus p r o d u t o s  
s o l ò v e i s ,  e n c o n t r a d o s  em d i f e r e n t e s  t e ­
c i d o s  e ó r g ã o s .  No t u mor de E h r l i c h  em 
c a m u n d o n g o s ,  o f e n ô m e n o  da c i t o t o x i c i -  
d ad e  d e p e n d e n t e  de a n t i c o r p o  foi d e m o n s ­
trada ser e f i c i e n t e .  0 c r i t é r i o  e m p r e g a ­
do para a v a l i a r  a i n f l u ê n c i a  dos m e d i a ­
d o res foi a m e d i d a  da s i n t e s e  do D NR da 
c é l ula, p e l a  q u a n t i d a d e  de ^ H - t i m i d i n a  
i n c o r p o r a d a  após um p u l s o  de 2 horas, 
p e l a  s u b s e q ü e n t e  c o n t a g e m  da r a d i o a t i v i ­
d ade p r e c i p i t a d a  p e l o  á c id o  t r i c l o -  
r o a c é t i c o  10%. fl a t i v i d a d e  s u p r e s s o r a  do
l i p o p o l i s s a c  a r i d e o  b a c t e r i a n o  foi e s t u ­
dad a  tanto p e l o s  f a t o r e s  s o l ò v e i s  l i b e ­
rados p e l o s  m a c r ó f a g o s ,  c o m o  t a m b é m  nos 
m a c r ó f a g o s  t r a t a d o s  em c o n t a t o  c om as 
c é l u l a s  t u m o r a i s .  Os f a t o r e s  e n v o l v i d o s  
no tumor de E h r l i c h  a p a r e n t e m e n t e  são 
m ú l t i p l o s ,  a g i n d o  i s o l a d a  e c o n j u n t a m e n ­
te, h a v e n d o  n e c e s s i d a d e  de e s t u d o s  p o s ­
t e r i o r e s  par a  o e n t e n d i m e n t o  do  c o m p l e x o  
f e n ô m e n o  da i m u n i d a d e  c e l u l a r .

0 s i s t e m a  i m u n o c o m p e t e n t e  de um 
o r g a n i s m o  a n i m a l  é c o n s t i t u í d o  por um 
c o n j u n t o  de c é l u l a s  do tipo l i n f ò c i t o s ,  
m a c r ó f a g o s ,  c é l u l a s  d e n d r i t i c a s  do baço, 
c é l u l a s  de L a n g e r h a n s  e c é l u l a s  epit e -  
liais e s p e c i a l i z a d a s .  T a i s  c é l u l a s  se 
l o c a l i z a m  no s a n g u e ,  linfa, baço, n ó du- 
los l i n f à t i c o s ,  p l a c a s  de P e y e r ,  timo e 
m e d u l a  ó s s e a  ou seja, nos ó r g ã o s  lin- 
f ò i d e s  p r i m á r i o s  e s e c u n d á r i o s .

Os l i n f ò c i t o s ,  que r e p r e s e n t a m  p a ­
pel r e l e v a n t e ,  têm a sua a t i v i d a d e  d e ­
p e n d e n t e  da p r e s e n ç a  de r e c e p t o r e s  na 
s u p e r f í c i e  da m e m b r a n a ;  a s s i m  P B U L , 8 
(1384) e s t i m o u  a p r e s e n ç a  de m a i s  do que 
1 0 6 r e c e p t o r e s  por c é l u l a .  Os l i n f ò c i -  
tos B são a t i v a d o s  na p r e s e n ç d  de um 
i m u n ò g e n o  d i f e r e n c i a n d o - s e  em p l a s m ò c i -  
tos, que s e c r e t a m  as i m u n o g l o b u l i n a s  
c o r r e s p o n d e n t e s .  Por o u t r o  lado, há uma 
v a r i e d a d e  de tipos de l i n f ò c i t o s  T, 
a l g u n s  dos q u a i s  p a r t i c i p a m  em f u n ç õ e s  
r e g u l a t ò r i a s  c o m o  auxi l iares na p r o d u ç ã o  
de i m u n o g l o b u  l i n a s . O u t r o s  l i n f ò c i t o s  T 
são e n v o l v i d o s  em f u n ç õ e s  e f e t o r a s ,  pela 
l i b e r a ç ã o  de f a t o r e s  que i n i c i a m  r e s p o s ­
tas i n f l a m a t ó r i a s ,  d e s t r u i ç ã o  de c é l u l a s  
etc. R s s i m ,  d i s t i n g u e m - s e  os l i n f ò c i t o s  
auxi l i a r e s , s u p r e s s o r e s ,  “n a t u r a l  and 
i n d u c e d  k i l l e r s "  ( F U G I M 0 T 0  et alii, 1, 
137 6  e TfiDR, 3, 1384). D e n t r e  as f u n ç õ e s  
c i t o t ó x i c a s ,  a l é m  dos c h a m a d o s  NK ( " n a ­
tural k i l l e r  c e l l s " )  que d e s t r o e m  c e r t a s  
c é l u l a s  t u m o r a i s ,  tem p a pel p r e p o n d e r a n ­
te na d e f e s a  o r g â n i c a ,  o f e n ô m e n o  r e p r e ­
s e n t a d o  p e l a  s i g l a  R D C C  (c i t o t o x i c i d a d e  
c e l u l a r  d e p e n d e n t e  de a n t i c o r p o s ) ,  no 
qual as c é l u l a s  que a p r e s e n t a m  a n t l g e n o s  
de s u p e r f í c i e  r e c o b e r t o s  p e l o s  a n t i c o r ­
pos c o r r e s p o n d e n t e s  t o r n a m - s e  s u s c e p t í ­
v e i s  à a t i v i d a d e  dos l i n f ò c i t o s  e seus 
p r o d u t o s  l i b e r a d o s ,  que são d o t a d o s  de 
a t i v i d a d e  f a r m a c o l ò g i c a .

N e s t e  t r a b a l h o ,  a p r e s e n t a m o s  os 
r e s u l t a d o s  p r e l i m i n a r e s  e n v o l v e n d o  a 
i m u n i d a d e  c e l u l a r  no t u mor de E h r l i c h .

U N I T E R M 0 5 :  N e o p l a s i a s ,  tumor de E h r l i c h ;  
I m u n i d a d e  c e l u l a r M R T E R I R I 5  E M E T 0 D 0 5

S e p a r a ç ã o  dos l i n f ò c i t o s .  0 baç o  de 
c a m u n d o n g o  B R L B / c  (fl s e m a n a s  de idade) 
foi r á p i d a  e c u i d a d o s a m e n t e  p i c o t a d o  na 
p l a c a  de P e t r i  c o n t e n d o  m e i o  de E a gle. R 
s u s p e n s ã o  c e l u l a r  em 20 ml de F i c o l  l 
C o n w a y  foi c e n t r i f u g a d a  a 2 . 5 0 0  X g / 1 0  
min/ 4 o C, o s e d i m e n t o  de t i n f ô c i t o  foi 
s u s p e n s o  em m e i o  de E a g l e  c o n t e n d o  101 
de sor o  f e t a l  b o v i n o  (FC5). C H E N N E Y  í, 
G I L L I S ,  2, 1 9 84). U m a  a m o s t r a  foi r e t i ­
rada p a r a  c o n t a g e m  do n ò m e r o  de c é l u l a s .

S e p a r a ç 3 o  de m a c r ò f  a g o s . R i n d u ç ã o  
da m i g r a ç ã o  de m a c r ò f a g o s  se faz pela 
i n j e ç ã o  de ó l e o  de p a r a f i n a  ( T R NRKR, 10,
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1980) no p e r i t ô n e o  de B A L B / c  ( i d a d e  = 9 
s e m a n a s ) ,  s a c r i f i c a n d o - s e  o a n i m a l  apòs 
3 dias. As c é l u l a s  a d e r i d a s  á m e m b r a n a  
do p e r i t ô n e o  f o r a m  c u i d a d o s a m e n t e  r e t i ­
radas por s u c e s s i v a s  l a v a g e n s  c o m  m e i o  
de E a g l e .  A s u s p e n s ã o  foi c e n t r i f u g a d a  
v á r i a s  v e z e s  p a r a  e l i m i n a ç ã o  do ò l e o  de 
p a r a f i n a  e o r e s i d u o  c e l u l a r  r e s s u s p e n s o  
em m e i o  de E a g l e  c o n t e n d o  1 0% de F C 5 . 
Um a  a l í q u o t a  foi r e t i r a d a  p a r a  a v a l i a ç ã o  
do n ò m e r o  de c é l u l a s .

C é l u l a s  do t u mor de E h r l i c h .  As 
c é l u l a s  t u m o r a i s  ( m a n t i d a s  p e r m a n e n t e ­
m e n t e  em c u l t u r a )  f o r a m  i n j e t a d a s  i n t r a -  
p e r i t o n e a l m e n t e . U s u a l m e n t e ,  u t i l i z a m o s
3 a n i m a i s  i n j e t a d o s  c o m  1 x 1 0 $ ; 2 x 105  

e 5 x 1 O5 c é l u l a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  Qs 
a n i m a i s  f o r a m  s a c r i f i c a d o s  3 a  4 dia s  
após a i n o c u l a ç ã o .  As c é l u l a s  t u m o r a i s  
f o r a m  s e p a r a d a s  do f l u i d o  a s c i t i c o  por 
c e n t r i f u g a ç ã o  d i f e r e n c i a l  (1a - 500 
X g / 5  min/4° C; s o b r e n a d a n t e  a 2 0 0 0  X g / 1 5  
min/4° C). 0 r e s i d u o  foi r e s s u s p e n s o  em 
m e i o  de E a g l e  c o n t e n d o  1 0% de F C 5  e uma 
a l i q u o t a  u t i l i z a d a  p a r a  c o n t a g e m  do 
n ú m e r o  de c é l u l a s .

A D C C  (C i t o t o x i c i d a d e  c e l u l a r  d e p e n ­
d e n t e  de a n t i c o r p o s ) .  A s u s p e n s ã o  de 
l i n f ó c i t o s  m a i s  c é l u l a s  t u m o r a i s  foi 
i n c u b a d a  na p r e s e n ç a  dos a n t i c o r p o s  
( s o r o  de c o e l h o  a n t i - c é l u l a s  t u m o r a i s )  à 
t e m p e r a t u r a  de 37° C, por 2 h o r a s  e 
f i l t r a d a  em M i l l i p o r e .  0 f l u i d o  foi 
i n c u b a d o  j u n t a m e n t e  c o m  n o v a s  c é l u l a s  
t u m o r a i s  a 37° C por a p r o x i m a d a m e n t e  15 
h o r a s .  0  g r a u  de c i t o t o x i c i d a d e  foi 
m e d i d o  pel a  s i n t e s e  de D N A  p e l a s  c é l u l a s  
r e m a n e s c e n t e s ,  d a n d o  um  p u l s o  de dua s  
h o r a s  c o m  ^ H - t i m i d i n a  (10 m 1 — 9 mCi/ 
m m o l ), s e g u i d a  de p r e c i p i t a ç ã o  c om
á c i d o  tric l o r o a c é t i c o  10%. A r a d i o a t i v i ­
d a d e  do m a t e r i a l  p r e c i p i t a d o  foi m e d i d a  
n u m  c o n t a d o r  ( " A u t o m a t i c  C o m p u t a r i z e d  
P a c k a r d  M a c h i n e / 8 2 " )  - ( M I Z O G U C H I  et 
alii, 3, 1982) .

A t i v i d a d e  do l i p o p o l i s s a c a r i d e o  
(LP5). A s u s p e n s ã o  de m a c r ó f a g o s  m ais 
L P 5  de S a l m o n e l l a  t y phi foi i n c u b a d a  a 
3 7 ®  C por a p r o x i m a d a m e n t e  15 h o r a s ,  o 
f l u i d o  foi d e c a n t a d o  e as c é l u l a s  r e m a ­
n e s c e n t e s  no tubo f o r a m  l a v a d a s  c o m  o 
m e i o  de E a g l e  e e n t ã o  i n c u b a d a s  na p r e ­
s e n ç a  de n o v a s  c é l u l a s  t u m o r a i s .  A s i n ­
tese do D NA c e l u l a r  foi m e d i d a  p e l a  
q u a n t i d a d e  de 3 H - t i m i d i n a  i n c o r p o r a d a  
( M I Z O G U C H I  et alii, 4,5, 1980, 1981).

As i n c u b a ç õ e s  das c é l u l a s  em  todos 
os e x p e r i m e n t o s  f o r a m  à t e m p e r a t u r a  de 
37° C, na p r e s e n ç a  de 5%  de C O 2  em 
e s t u f a  u m i d i f i c a d a .

R E S U L T A D O S  E D I 5 C U 5 5 R 0

A e f i c i ê n c i a  do f e n ô m e n o  da c i t o t o -  
x i c i d a d e  d e p e n d e n t e  de a n t i c o r p o s  è 
c l a r a m e n t e  d e m o n s t r a d a  na Tab. 1, em que

se o b s e r v a  uma d i f e r e n ç a  na i n c o r p o r a ç ã o  
de 3 H - t i m i d i n a  p e l a s  c é l u l a s  na p r e ­
s e n ç a  de a n t i c o r p o  em r e l a ç ã o  ao c o n ­
trole. V e r i f i c a m - s e  d i f e r e n ç a s  na cito- 
t o x i c i d a d e ,  d e p e n d e n d o  da raça do animal 
e m p r e g a d o  p a r a  a t i v a ç ã o  dos l i n f ó c i t o s  
( r e s u l t a d o s  nã o  a p r e s e n t a d o s ) .

N A G A O  et alii, 6 , 7  (1984, 1985) 
e s t u d a r a m  a a ç ã o  de i m u n o m o d u l a d o r e s  e 
c o n c l u í r a m  que 0  L P S  b a c t e r i a n o  a p r e s e n ­
tava a t i v i d a d e  i n i b i t ó r i a  na v i a b i l i d a d e  
de m a c r ó f a g o s  de c a m u n d o n g o s  H ar t l e y .  
O u a n d o  e m p r e g a m o s  f l u i d o  de c é l u l a s  
a t i v a d a s ,  o b s e r v a m o s  d e c r é s c i m o  na i n c o ­
r p o r a ç ã o  de -^H-timidina na p r e s e n ç a  do 
L P S  (Tab. 2). Por o u t r o  lado, q u a n d o  
u t i l i z a m o s  c é l u l a s  r e s i d u a i s ,  a a t i v i ­
d a d e  do L P S  s o b r e  m a c r ó f a g o s  foi bem 
m a i s  p r o n u n c i a d a  (Tab. 3). Os dados 
e x p e r i m e n t a i s  de N A G A O  et alii, 6,7 
(1984, 1985) e n f a t i z a m  a i m p o r t â n c i a  do 
t e m p o  de i n c u b a ç ã o  na p r e s e n ç a  do lipo- 
p o l i s s a c a r i d e o ;  nas f a s e s  i n i c i a i s  os 
a u t o r e s  a d m i t e m  a a t i v i d a d e  do L PS por 
si só, e n q u a n t o  q u e  apó s  24 h o r a s  soma- 
se o e f e i t o  dos m e d i a d o r e s  l i b e r a d o s  
p e l o s  m a c r ó f a g o s  e s t i m u l a d o s .

F o r a m  e f e t u a d o s  e x p e r i m e n t o s  c o m  o 
f i t o  de v e r i f i c a r  a i n f l u ê n c i a  da inter- 
l e u c i n a - 2  ( I L - 2 ) ,  t a m b é m  d e n o m i n a d a  TCGF 
("T cell g r o w  f a c t o r " ) .  Q u a n d o  u t i l i z a ­
mo s  c é l u l a s  de t u m o r  a s c i t i c o  b e m  e v o ­
luído, em que o a n i m a l  a p r e s e n t a v a  baço 
n e c r ó t i c o ,  a p r o p o r ç ã o  de 1  n a n o g r a m a  
p a r a  5 x 10 c é l u l a s  t u m o r a i s  não s u r ­
tiu e f e i t o  a l g u m .  E x p e r i m e n t o s  e s t ã o  
s e n d o  c o n d u z i d o s  p e l o  g r u p o  de M I Z O G U C H I  
et alii ( 1 9 8 7 ) *  e m p r e g a n d o  l i n f ó c i t o s  
s e p a r a d o s  do s a n g u e  de p a c i e n t e s  h u m a ­
nos, em d i f e r e n t e s  g r a u s  de e v o l u ç ã o  de 
c â n c e r  g á s t r i c o  p a r a  a m e d i d a  do grau 
p r o t e t o r  de I L - 2  u s a n d o  os l i n f ó c i t o s  
dos p e s q u i s a d o r e s  c o m o  v a l o r e s  c o n ­
t r o l e s  .

A d e f e s a  do h o s p e d e i r o  c o n t r a  c é ­
l u las t u m o r a i s ,  à s e m e l h a n ç a  de o u t r o s  
p r o c e s s o s  i n f e c c i o s o s ,  d e p e n d e  n ão só do 

s i s t e m a  h u m o r a l ,  c o m o  t a m b é m  dos f e n ô ­
m e n o s  c e l u l a r e s .  Há uma g a m a  e x t e n s a  de 
p r o d u t o s  l i b e r a d o s  p e l a s  c é l u l a s  do 
s i s t e m a  i m u n e  de e s t r u t u r a  m o l e c u l a r  
a i nd a  d e s c o n h e c i d a ,  r e l a ç ã o  de e s t r u t u r a  
e f u n ç ã o  a ser d e t e r m i n a d a ,  r e g u l a ç ã o  na 
l i b e r a ç ã o  dos f a t o r e s ,  i n t e r a ç ã o  e n t r e  
r e c e p t o r e s  c e l u l a r e s  e c o m p o n e n t e s  a t i ­
vos, o que t or n a  a m a t é r i a  c o n t r o v e r t i ­
da, e x i g i n d o ,  a i n d a ,  c o n s i d e r á v e i s  e s ­
f o r ç o s  p a r a  a c o m p r e e n s ã o  dos f e n ô m e n o s  
p r i n c i p a i s  e n v o l v i d o s  na r e s p o s t a  imune.

C 0 N C L U 5 Q E 5

0  s i s t e m a  i m un e  dos a n i m a i s  é c o n s ­
t i t u í d o  por l i n f ó c i t o s ,  m a c r ó f a g o s ,  c é ­
lulas r e l a c i o n a d a s  e seu s  p r o d u t o s  so-

* MIZOGUCHL Y. et alii (The First Department of Biochemistry -  Medical School -  Osaka City 
Univ. Japan) Study of IL -2  on lymphocytes of gastric cancer patients, s .l., 1987. /In preparation/
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lúveis, e n c o n t r a d o s  em d i f e r e n t e s  .te­
c i d o s  e ó r g ã o s .  No t u mor de E h r l i c h  em 
c a m u n d o n g o s ,  o f e n ô m e n o  da c i t o t o x i c i -  
dade d e p e n d e n t e  de a n t i c o r p o  foi d e ­
m o n s t r a d a  ser e f i c i e n t e .  0 c r i t é r i o  
e m p r e g a d o  par a  a v a l i a r  a i n f l u ê n c i a  dos 
m e d i a d o r e s  foi a m e d i d a  da s i n t e s e  do 
DNA da c é l u l a ,  p e l a  q u a n t i d a d e  de ^H- 
t i m i d i n a  i n c o r p o r a d a  a pós um p u l s o  de 2 
h o ras, p ela s u b s e q ü e n t e  c o n t a g e m  da 
r a d i o a t i v i d a d e  p r e c i p i t a d a  p e t o  á ci d o  
tric 1 oro a c è t i c o  10%. A a t i v i d a d e  s u p r e s -  
sora do lipop o l i s s a c  a r i d e o  b a c t e r i a n o  
foi e s t u d a d a  t a nto p e l o s  f a t o r e s  s o l ú ­
v eis l i b e r a d o s  p e l o s  m a c r ó f  a g o s , c o m o  
t a m b é m  nos m a c r ó f  a gos t r a t a d o s  em c o n ­
tato c o m  as c é l u l a s  t u m o r a i s .

Os f a t o r e s  e n v o l v i d o s  no tumor de 
E h r l i c h  a p a r e n t e m e n t e  são m ú l t i p l o s ,  
a g i n d o  i s o l a d a  e c o n j u n t a m e n t e ,  h a v e n d o  
n e c e s s i d a d e  de e s t u d o s  p o s t e r i o r e s  p a r a  
o e n t e n d i m e n t o  do c o m p l e x o  f e n ô m e n o  da 
i m u n i d a d e  c e l u l a r .

TRBELfl 1 - C i t o t o x i c i d a d e  d e p e n d e n t e  de 
a n t i c o r p o  (A D C C )

L i n f ó c i t o s  (1 x 1 0 ?  c e l s / m l ) ;  c é l u l a s  
t u m o r a i s  (1 x 1 0 5 c e l s / m l ) ;  a n t i c o r p o ;  
2 h o r a s  - 37° C ; f i l t r a ç ã o  em M i l l i -  
pore, f l u i d o  + n o v a s  c é l u l a s  t u m o r a i s  (1 
x 10 6 c e l s / m l ) ;  i n c u b a ç ã o  por 12 h o r a s  
- 3 7 °  C; p u l s o  2 h o r a s  10 m1 3H*
t i m i d i n a  O  M C i / m m o l ) ;  p r e c i p i t a ç ã o  c o m  
á c i d o  t r i c l o r o a c é t i c o  10% e m e d i d a  de 
r a d i o a t i v i d a d e ,  e x p r e s s o  em C P M  ( c o n t a ­

gens por m i n u t o ) .

TRBELfl 2 - I n i b i ç ã o  de m a c r ó f a g o s  por 
L P 5 :  p r o d u t o s  s o l ú v e i s

M a c r ó f a g o s  (2 x 1 0 6 c e l s / m l ) ;  L P 5  - 0,1 
m g / m l ;  46 h o r a s  i n c u b a ç ã o  a 37° C; 
f i l t r a ç ã o  em M i l l i p o r e ;  s o b r e n a d a n t e  + 
c é l u l a s  t u m o r a i s  (2 x 1 0 6 c e l s / m l ) ;  
p u l s o  2 h o r a s  3H - t i m i d i n a  (10 m 1; 9 M Ci/ 
m m o  l ) ; d e t e r m i n a ç ã o  de c o n t a g e n s  pre- 
c i p i t á v e i s  p e l o  á c i d o  tric l o r o a c é t i c o  
10%, e x p r e s s o s  em C P M  ( c o n t a g e n s  por 
minuto) .

TRBELfl 3 - I n i b i ç ã o  dos m a c r ó f a g o s  pel o  
LP5: "C é l u l a - C é l u l a "

M a c r ó f a g o s  (2 x 1 0 6 c e l s / m l ) ;  L P S  - 0,1 
m g / m l ;  24 h o r a s  a 37° C; d e s p r e z a r  o 
s o b r e n a d a n t e ;  l a var c é l u l a s  c o m  m e i o  de 
E a g l e ;  a d i c i o n a r  n o v a s  s u s p e n s õ e s  de 
c é l u l a s  t u m o r a i s  (2 x 1 0 5 c e l s / m l ) ;  
i n c u b a ç ã o  12 h o r a s  - 37° C; p u l s o  de 2 
h o ra s  3 H - t i m i d i n a ;  c o n t a g e m  do m a t e ­
rial i n s o l ú v e l  em á c i d o  tric l o r o a c é t i c o  , 
e x p r e s s o s  em C P M  ( c o n t a g e n s  por m i n u t o ) .
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5 I 5 T E M A  (N = 5 ) V O L U M E (ML)

Lin f  ó c i t o s 0 , 50 0 , 50

C é l u l a s  t umo r a i s 0 , 50 0 , 50
flnticorpo 0 ,01 -

F l u i d o 0 , 50 0 , 50
C é l u l a s  t u m o r a i s 0 , 50 0 , 50

C PM 1685 3021

S I S T E M A  (N = 3 ) V O L U M E (ML)

M a c r ó f  agos 0 , 50 0 , 50
L P S - 0,01

S o b r e n a d a n t e 0 ,50 • 0 , 50
C é l u l a s  t u m o r a i s 0 , 50 0,5 0

CP M 4 5 6 8 26 1 3

S I S T E M A  (N = 3 ) V O L U M E (ML)

M a c r ó f  agos 0 , 5 0 0 ,50
L PS - 0,01

C é l u l a s  t umo r a i s 0 , 50 0 ,50

C P M 2 1 9 8 1391
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