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Resumo 
 

Objetivo: Alterações metabólicas podem modificar o crescimento de diversos 
tumores. Assim, este trabalho buscou avaliar o desenvolvimento do tumor de 
Ehrlich em animais pré-diabéticos. 
Métodos principais: Células de Tumor de Ascítico Ehrlich (TAE) foram inoculadas 
no peritônio de camundongos Swiss (controle) e NOD (pré-disposição a 
diabetes) de forma cruzada ou não. Dessa forma, o TEA mantido em Swiss foi 
transplantado para camundongos Swiss (SS) ou NOD (SN) e o TAE mantido em 
NOD foi transplantado para camundongos NOD (NN) ou Swiss (NS). 
Posteriormente foi avaliado crescimento tumoral, glicemia e sobrevida dos 
camundongos. 
Achados chave: Dez dias após a implantação do tumor foi verificado um aumento 
do número de células tumorais e volume ascítico no grupo NS quando 
comparado aos demais grupo. Interessantemente, este foi o que apresentou 
menor curva de sobrevida, ao passo que camundongos do grupo SN 
aumentaram a curva de sobrevivência quando comparados aos demais grupos. 
Em adição os grupos SS, NS e SN tiveram uma redução da taxa de glicemia no 
10º dia após o inóculo, quando comparados ao dia zero. 
Significado: Os resultados indicam que a manutenção do tumor de Ehrlich em 
camundongos NOD aumenta sua invasividade, quando transplantados para 
camundongos Swiss. 
 
Descritores: Diabetes Mellitus. Carcinoma de Ehrlich. Cancer. 
 
 

Abstract 

Aims: Metabolic variations may change the tumor development. Therefore, this 
work has aimed to evaluate the development of the Eritic Ascitic tumor (TEA) in 
animals predisposed to Type 1 Diabetes Mellitus (NOD). 
Main methods: Ehrlich ascitic tumor cells (TAE) were inoculated in the 
peritoneum of Swiss mice (control) and NOD (pre-disposition to diabetes) cross-
linked or not. Thus, the TEA maintained in Swiss was transplanted to Swiss (SS) 
or NOD (SN) mice and the NOD maintained in NOD was transplanted to NOD 
(NN) or Swiss (NS) mice. Tumor growth, glycemia and survival of the mice were 
then evaluated. 
Key findings: Ten days after tumor implantation there was an increase in the 
number of tumor cells and ascites volume in the NS group when compared to the 
other groups. Interestingly, this was the one with the shortest survival curve, 
whereas SN mice increased the survival curve when compared to the other 
groups. Furthermore, the SS, NS and SN groups had a reduction of the glycemia 
rate on the 10th day after the inoculum when compared to day zero. 
Significance: Our results indicate that maintenance of the Ehrlich tumor in NOD 
mice increases its invasiveness when transplanted to Swiss mice. 
 
Keywords: Diabetes Mellitus. Carcinoma de Ehrlich. Cancer 
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1. Introdução 
 

Alterações metabólicas estão associadas a diversos tipos de câncer. 

Assim, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) afeta a evolução de diversos tipos de 

neoplasias [1,2]. Essa associação, é explicada pela resistência à insulina, 

hiperinsulinemia, hiperglicemia, aumento da disponibilidade de hormônios 

esteroides, inflamação e pelos altos níveis de fatores de crescimento semelhante 

a insulina (IGF), que podem ser responsáveis pelo aumento da proliferação 

celular, favorecendo a carcinogênese [3]. 

Diabetes Melitus tipo1(DM1) caracteriza-se pela diminuição progressiva 

da função secretória das células beta pancreáticas, que se traduz, inicialmente, 

por perda de secreção de insulina e elevação gradual dos níveis glicêmicos [4]. 

O DM1 desenvolve-se em indivíduos com mecanismos defeituosos de auto-

tolerância e imunoregulação e, provavelmente, é desencadeada por fatores 

ambientais e por uma série de interações multicelulares orquestradas por 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias [5]. 

Camundongos da linhagem non obese diabetic (nod) proporcionam um modelo 

experimental espontâneo para dm1, essa linhagem exibe autoimunidade que 

causa diabetes através da destruição progressiva das células produtoras de 

insulina, de forma similar à que ocorre em humanos [6]. Histologicamente, 

estudos mostram que infiltrados de células imunológicas começam a ser 

observadas ao redor das ilhotas pancreáticas em até 3 a 4 semanas de idade, 

quando há peri-insulite [7]. Em seguida, esses infiltrados evoluem e invadem as 

ilhotas, causando a insulite característica dessa linhagem, de tal modo que a 

maioria dos animais demonstra insulite grave até a 10ª semana de idade [5,6,8]. 



Estudos indicam que a insulina pode estimular mitose e agir como 

antiapoptótico. Logo,  sua atividade tumorigênica pode ser efetivada por seu 

efeito direto em seus receptores localizados nas células-alvo ou devido a 

alterações endócrinas intrínsecas às variações na concentração de insulina 

plasmática[9]. Acredita-se que células cancerígenas podem apresentar 

expressão elevada de receptores de insulina, aumentando, assim, a exposição 

da célula a fatores de crescimento celular, como igf-2 [10]. Além disso, tem sido 

demonstrado que essas alterações são capazes de causar translocação de 

carreadores de glicose intracelular para a membrana plasmática dessas células 

[11]. Diante disso, o estudo em questão tem como objetivo principal, investigar o 

impacto do ambiente pré-diabético de camundongos nod sobre crescimento do 

tumor ascítico de ehrlich (tae).  

 

2. Materiais e métodos 
 

2.1. Animais 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Swiss e NOD (non 

obese diabetic), com peso entre 25-30g e 3 e 4 meses de idade, fornecidos pelo 

Biotério Central da Universidade Federal do Maranhão (UFMA). Os animais 

foram mantidos sob condições controladas de humidade, iluminação e 

temperatura (22 a 25ºC) e alimentados com uma dieta balanceada e água ad 

libitum.  O estudo foi realizado de acordo com recomendações do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhão (CEUA-UFMA)  

sobre o protocolo número 23115.009717/2015-10. 

 



2.2. Procedimento experimental  

As células do tumor de Ehrlich foram mantidas por sucessivas passagens 

em camundongos Swiss através da inoculação intraperitonial. Após sete dias de 

desenvolvimento o fluido ascítico foi aspirado com auxílio de uma seringa com 

agulha e centrifugado a 1200 rpm e as células tumorais ressuspendidas em 

Solução Tamponada de Fosfato (PBS), pH 7,4. Em experimentos específicos, as 

células tumorais foram obtidas após uma única passagem em camundongos 

NOD. Posteriormente foi realizada a contagem do número de células e analisada 

a viabilidade celular através da coloração com azul de tripan. 

Para avaliação do desenvolvimento do Tumor Ascítico de Ehrlich (TEA) 

foram inoculados intraperitonealmente, de forma cruzada ou não, 200μL de uma 

suspensão celular contendo 107 células/ mL em dez comundongos por grupo. 

Dessa forma, células tumorais mantidas em camundongos Swiss foram 

transplantadas para camundongos Swiss (SS) ou NOD (SN) e as mantidas em 

NOD foram inoculadas em camundongos NOD (NN) ou Swiss (NS) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1. Protocolo de transferência de células do tumor de Ehrlich ascítico (TEA). As 

células do Tumor Ascítico de Ehrlich (TAE) (2 x 106/ camundongo) foram inoculados 

intraperitonealmente, de forma cruzada ou não para camundongos as linhagens Swiss 

w NOD. Assim, células tumorais mantidas em camundongos Swiss foram 

transplantadas para camundongos Swiss (SS) ou NOD (SN) e as mantidas em NOD 

foram inoculadas em camundongos NOD (NN) ou Swiss (NS).  



 
Dez dias após a implantação do tumor, cinco camundongos de cada grupo 

foram eutanaziados com dose letal de anestésico. Para avaliação do 

desenvolvimento tumoral foi coletado o fluido ascítico para quantificação do 

volume e número de células tumorais. Os outros cinco camundongos foram 

mantidos para avaliação da sobrevida. 

 

2.3. Mensuração da gl icemia 

No primeiro e décimo dia após a inoculação das células tumorais uma gota 

de sangue foi obtida da veia caudal a analisada com auxílio de um glicosímetro 

automático (Advantage®), para avaliação da glicemia dos camundongos. 

 

2.4. Análise estatística 

Os procedimentos estatísticos foram realizados com auxílio do Software 

Graph Pad Prism, versão 5.0, por análise de variância (ANOVA) one-way e pós 

teste de Bonferroni ou teste t-Student. A sobrevida dos camundongos foi 

demonstrada usando a curva de Kaplan-Meier e o teste estatístico de log-rank 

foi aplicado para comparação entre as curvas. Foi considerado o nível de 

significância de 5%. Os dados foram expressos com a média ± desvio padrão da 

média (SD) de 5 animais por grupo 

3. Resultados 
 

3.1. Transferência de TEA de camundongos NOD para Swiss aumenta 
agressividade . 

Dez dias após a implantação foi evidenciada proliferação do tumor de 

Erhlich em todos os grupos. Contundo, quando comparado ao demais grupos, 

houve aumento expressivo de células tumorais em camundongos Swiss  que 



receberam tumor de camundongos NOD (NS). Camundongos NOD que 

receberam células tumorais de camundongos Swiss (SN) ou de NOD (NN) não 

tiveram alteração no número de células tumorais, quando comparado ao grupo 

controle SS (Figura 2A). 

A ascite consiste em líquido presente em quantidade anormalmente 

aumentada na cavidade abdominal, decorrente de um processo inflamatório 

local intenso e está diretamente relacionado a agressividade do tumor [12]. 

Interessantemente, alterações no volume ascítico seguiram o mesmo padrão de 

proliferação celular, onde o grupo NS teve uma aumento expressivo da ascite 

quando comparado aos demais grupo, porém os grupos SN e NN não tiveram 

mudanças expressivas quando comparados ao grupo SS  (Figura 2B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Transferência de tumor de Ehrlich ascítico (TEA) de camundongos NOD para 

camundongos Swiss, aumenta a proliferação das células tumorais e ascite. 

Camundongos Swiss ou NOD receberam 2 x 106 células de TEA intraperitonealmente 

de forma cruzada ou não entre as linhagens. 10 dias após o inoculo os camundongos 

foram eutanaziados e feita a contagem do número de células tumorais totais (A) e 



volume da ascite (B). Os dados são apresentados com a média ± desvio padrão de 5 

camundongos por grupo. A diferença entre os grupos foi determinada através da análise 

de variância ANOVA One-way e pós teste de Bonferroni. * P < 0,05; ** P < 0,01: *** P < 

0,001. 

 

Notavelmente, em relação ao grupo SS, houve uma redução da sobrevida 

entre os camundongos do grupo NS, com uma média de 16 dias (P = 0,0114). 

Por outro lado, camundongos NOD que receberam células tumorais de 

camundongos Swiss tiveram um aumento da curva de sobrevida, com média de 

30 dias, quando comparados ao grupo SS (P = 0,0305). Não houve diferença 

expressiva entre as curvas de sobrevivência dos grupos que receberam tumor 

da mesma linhagem (SS x NN) (P = 0,7440) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Camundongos Swiss que receberam de tumor de Ehrlich ascítico (TEA) de 

camundongos NOD têm redução da sobrevida. Camundongos Swiss ou NOD 

receberam 2 x 106 células de TEA intraperitonealmente de forma cruzada ou não entre 



as linhagens. Os animais foram monitorados diariamente para avaliação da sobrevida. 

Os dados são apresentados com a curva de sobrevida de Kaplan-Meier e analisados 

utilizando o teste log-rank utilizando 5 camundongos por grupo. 

 

3.2. Manutenção do TEA em camundongos Swiss induz hipogl icemia.  

A alta demanda metabólica tumoral é responsável por alterações 

glicêmicas em diversos tipos de neoplasias em animais fisiologicamente 

normais[13]. Em nosso estudo, camundongos que receberam células tumorais 

doadas de camundongos Swiss (SS e SN) e camundongos Swiss que reberam 

de NOD (NS) tiveram uma redução dos níveis glicêmicos 10 dias após a 

implantação. Por outro lado, não houve alteração significativa da glicemia dos 

camundongos NOD que receberam as células tumorais transferidas de 

camundongos NOD  (NN) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Manutenção do tumor de Ehrlich ascítico (TEA) em camundongos Swiss e NOD 

induz hipoglicemia. Camundongos Swiss ou NOD receberam 2 x 106 células de TEA 

intraperitonealmente de forma cruzada ou não entre as linhagens. Antes (D) e dez dias 



após (D10) o inóculo das células tumorais a glicemia dos animais mensurada utilizando 

o glicosímetro automático.  Os dados são apresentados com a média ± desvio padrão 

de 3 camundongos por grupo. A diferença entre a glicemia em D0 e D10 de cada grupo 

isoladamente foi determinada através do teste t-Student. * P < 0,05. 

 

4. Discussão 
 

Há evidências que diferentes tipos de tumores, incluindo tumor de Erhlich, 

têm um crescimento mais lento quando se desenvolvem em um ambiente 

diabético, com hiperglicemia e hipoinsulinemia [11,14,15]. No entanto, ainda não 

está claro se esse desenvolvimento também é alterado em condições pré-

diabéticas e se a manutenção destas células num ambiente metabolicamente 

modificado altera sua agressividade. Neste trabalho foi mostrado que a 

manutenção do TAE em camundongos NOD pré-diabéticos aumenta sua 

invasividade quando transplantados para camundongos Swiss metabolicamente 

normais, aumentando o número de células tumorais e volume ascítico, bem 

como reduzindo a sobrevida destes animais.  

Desde a 4ª semana de idade o pâncreas de camundongos NOD já 

apresenta um importante infiltrado de leucócitos, caracterizando um quadro de 

insulite [6]. Além disso, tem sido evidenciado que mesmo neste estágio pré-

diabético sem hiperglicemia, camundongos NOD já apresentam uma 

hipoinsulinemia significativa quando comparados aos grupos controles [16,17]. 

Deste modo, mesmo sem um quadro de hiperglicemia, os camundongos NOD 

utilizados no estudo já teriam iniciado o processo de destruição beta pancreática 

com consequente redução da insulina plasmática. 

Nossos resultados mostram que células tumorais quando transferidas de 

camundongos Swiss, fisiologicamente normais, para NOD, não incrementaram 



a proliferação celular a curto prazo, no entanto, houve aumento expressivo da 

sobrevida dos animais hospedeiros, indicando que estado pré-diabético 

insulinopênico compromete o desenvolvimento tumoral. De fato, a correlação 

entre o desenvolvimento tumoral e o estado pré-diabético tipo 1 tem sido 

enfatizada em alguns estudos, devido a ação da insulina como fator de 

crescimento, substância pró-mitótica e anti-apoptótica [1,18]. Em contrapartida, 

quando as células são mantidas em camundongos NOD e transplantadas para 

NOD, o crescimento tumoral retorna ao normal. Isso indica que as células 

tumorais se ajustaram ao ambiente pré-diabetico conseguindo transpor a falta 

de insulina. Sugerindo, assim, o desenvolvimento de  mecanismos adaptativos 

para superar a deficiência metabólica do hospedeiro. De fato, tem sido mostrado 

que tumores possuem capacidade de aumentar a expressão de receptores de 

insulina e fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF),  de translocar 

transportadores intracelulares de insulina para a superfície da célula e síntese 

de insulina pelo próprio tumor [19–21]. Além disso, experimentos prévios 

mostraram que a suplementação de insulina exógena, em animais induzidos a 

DM1 farmacologicamente, levou à retomada do desenvolvimento do tumor 

inoculado de forma normal, tal fato fortalece a  teoria de influência da insulina no 

crescimento neoplásico  [11,19,22]. 

Interessantemente, quando essas células mantidas em NODs, que 

possivelmente ajustaram-se a um meio com redução da produção de insulina, 

encontram um ambiente metabolicamente saudável, são capazes de 

incrementar seu crescimento, diminuindo a sobrevida dos camundongos 

hospedeiros, visto que os camundongos Swiss  receptores de células 

cancerígenas mantidas em NOD (NS) foram os que apresentaram a menor 



sobrevida, maior número de células neoplásicas e de volume ascítico dentre os 

grupos analisados. Reforçando a hipótese que células cancerígenas são 

capazes de se ajustarem ao meio escasso em fatores de crescimento por meio 

da autoprodução ou do incremento na captação desses fatores e quando 

retornam à ambiente metabolicamente equilibrado podem fomentar seu 

crescimento.  

Em adição, os animais que receberam células provenientes de Swiss 

apresentaram redução significante da glicemia após o transplante. No entanto, 

estima-se que o consumo aumentado de glicose provavelmente não teve relação 

com a adaptação celular aos diferentes ambientes metabólicos, já que não 

seguiu o mesmo padrão de desenvolvimento tumoral. Experimentos prévios 

indicam que células neoplásicas adequam seu metabolismo energético em favor 

da via glicolítica dominante, para que haja rápida geração de energia e 

proliferação celular [13]. Além disso, diversos estudos mostram que há redução 

importante na glicemia após inoculação de diversos tipos de tumores [11,14,15]. 

Ademais, há necessidade de mais estudos nesse âmbito para elucidar o 

fenômeno.  

 

5. Conclusão 
 

Em suma, mesmo em camundongos normoglicêmicos, houve variação no 

desenvolvimento tumoral após transplante dessas células para camundongos 

NOD e isso promoveu incremento na sua invasividade quando transferidas para 

camundongos Swiss, indicando alterações bioquímicas no TAE. Assim, o 

trabalho traz importante contribuições no âmbito de compreender o 

desenvolvimento tumoral em diferentes ambientes metabólicos, contudo, mais 



estudos fazem-se necessários para elucidar quais alterações bioquímicas e 

celulares estão envolvidas neste processo.  
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