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APRESENTAÇÃO

A coleção “Tópicos Multidisciplinares em Ciências Biológicas” é uma obra composta 
por estudos de diferentes áreas das ciências biológicas e da saúde. A obra foi ampliada e 
recebeu mais 47 capítulos distribuídos em três volumes. Os e-books foram organizados 
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teóricos e vivências dos autores.

As ciências biológicas englobam áreas do conhecimento relacionadas às ciências 
da vida e incluem a biologia, a saúde humana e a saúde animal. Nesta obra, apresento 
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formação acadêmica 
ou na prática profissional. Os autores são filiados a diversos cursos de graduação e de 
pós-graduação em ciências biológicas, saúde, tecnologia e áreas afins. 

Em seus 15 capítulos o volume 3 aborda, de forma categorizada, os trabalhos de 
pesquisas e revisões narrativas ou ensaios teóricos que transitam nos vários caminhos 
da atuação em ciências biológicas e áreas correlatas. Neste volume você encontra textos 
sobre biologia celular e molecular, microbiologia, meio ambiente e muito mais. 

Espero que as experiências compartilhadas neste volume contribuam para o 
enriquecimento de novas práticas profissionais com olhares multidisciplinares para as 
ciências biológicas e suas áreas afins. Agradeço aos autores que tornaram essa edição 
possível e desejo uma ótima leitura a todos.

Edson da Silva
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CAPÍTULO 3
doi

CRIOPRESERVAÇÃO DAS CÉLULAS TUMORAIS DE 
EHRLICH

Beatriz Tessaroto Buscarino
UMESP – buscarinob@gmail.com

Silvia Regina Kleeb
UMESP – silvia.kleeb@metodista.br

 Carlos Pereira Araújo de Melo
UMESP – carlos.melo@metodista.br

RESUMO: A criopreservação permite que 
células sejam conservadas por tempo 
indeterminado, proporcionando a retomada 
do desenvolvimento celular normal após o 
armazenamento em nitrogênio líquido. O 
tumor de Ehrlich é uma neoplasia experimental 
transplantável de origem epitelial maligna, 
espécie-específica e atualmente é mantido em 
animais no biotério da Universidade Metodista 
de São Paulo. O projeto para criopreservação 
das células tumorais de Ehrlich, aprovado no 
CEUA/Metodista 180/17, visa diminuir o uso 
de animais vivos utilizados para a manutenção 
dessas células. Foram utilizados camundongos 
(Mus musculus). Os animais foram alojados 
em caixas, com água e comida, e mantidos 
no biotério da Universidade Metodista de 
São Paulo – São Bernardo do Campo, com 
temperatura controlada e ciclo de iluminação 
claro-escuro de 12 x 12 h (início às 7 horas). 

Os animais receberam alimentação e água “ad 
libitum”. As células tumorais de Ehrlich foram 
injetadas em um camundongo (0,1 mL) por via 
intraperitoneal e após 7 dias o líquido ascítico 
foi aspirado (2 mL). Dentre estes 2 mL, 1 mL 
foi diluído (1/200) para verificar a viabilidade 
das células tumorais e 1 mL foi dividido em 
nove eppendorfs, em três eppendorfs com o 
crioprotetor DMSO (200 μL DMSO + 600 μL 
RPMI + 200 μL células), três eppendorfs com a 
junção dos crioprotetores DMSO+glicerol (100 
μL DMSO + 100 μL glicerol + 600 μL RPMI + 
200 μL células) e mais três eppendorfs com o 
crioprotetor glicerol (200 μL glicerol + 600 μL 
RPMI + 200 μL células), com o objetivo de serem 
congelados. O descongelamento foi realizado 
em banho maria a 37°C por 5 minutos. Em um 
tubo cônico graduado foi colocado 7 mL de 
RPMI + o conteúdo da amostra. Após a mistura, 
o tubo cônico graduado foi posto na centrífuga 
em uma velocidade de 1.000 rotações durante 5 
minutos. Ao finalizar a centrifução, a fibrina ficou 
concentrada no interior do tubo. Do conteúdo 
do tubo cônico graduado foi utilizado 0,2 – 0,3 
mL para injetar nos camundongos e 10 µL foi 
misturado com 90 μL do azul de Trypan para 
analisar no microscópio, por meio da câmara 
de Neubauer, a viabilidade das células. Este 
processo foi realizado com as amostras 20 e 
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40 dias após o seu congelamento.Após 20 dias de congelamento, um eppendorf de cada 
crioproteotor foi descongelado e inoculado em dois camundongos cada, totalizando seis 
camundongos, na amostra de DMSO havia 33% de células viáveis, na de DMSO+glicerol 
0% de células viáveis e na de glicerol 0,79% de células viáveis. No entanto, após 14 dias 
foi observado crescimento tumoral em um camundongo de cada amostra e nos outros não 
houve crescimento tumoral. Após 40 dias de congelamento, mais um eppendorf de cada 
crioproteotor foi descongelado e inoculado em dois camundongos cada, na amostra de 
DMSO havia 23,61% de células viáveis, na de DMSO+glicerol 8,71% de células viáveis e 
na de glicerol 2,11% de células viáveis. Após 14 dias não foi observado crescimento tumoral 
em nenhum camundongo. A partir do experimento pode-se observar que o crioprotetor 
DMSO obteve um desempenho maior em manter as células viáveis, visto que pela análise 
microscópica foi o que obteve uma maior porcentagem de células viáveis. Com 20 dias de 
congelamento obteve-se um crescimento tumoral de 50% em todos os crioprotetores. Com 
40 dias de congelamento não houve crescimento tumoral.
PALAVRAS-CHAVE: Tumor de Ehrlich, criopreservação, DMSO, glicerol, viabilidade de 
células, nitrogênio líquido.

CRYOPRESERVATION OF EHRLICH TUMOR CELLS

ABSTRACT: The Ehrlich tumor is an experimental transplantable species-specific mouse 
neoplasm and its viability is currently possible through cell splitting in live animals at the 
vivarium of Universidade Metodista de São Paulo. The cryopreservation of Ehrlich tumor 
cells aims reducing the use of live animals in order to maintain the viability of these cells. 
The experiment was submitted and approved by CEUA-Metodista n° 189/17. Intraperitoneal 
injection of Ehrlich tumor cells was administered in receptor mice and ascitic fluid was collected 
after 7 days. About 200μL of this fluid was added to each cryoprotectant (200μL DMSO or 
100μL DMSO+100μL glycerol or 200μL of glycerol) and 600μL of RPMI and the resulting 
compound was kept frozen for 20 and 40 days. The frozen cells were then thawed in a 37°C 
water bath for 5 minutes. The sample was added to a graduated tube with 7mL of RPMI. The 
mix was placed in a centrifuge with a speed setting of 200 rpm. Cell viability was evaluated 
by adding a Trypan Blue solution. Subsequently 0.3mL of this solution was inoculated into 6 
animals. Tumor development in these animals was followed for 14 days. The following cell 
viability was found after analyzing the group of cells that were frozen for 20 days: DMSO 
33%, DMSO+glycerol 0% e glycerol 0.79%. After 14 days of inoculation tumor growth was 
observed in only one of the mice of each sample. The procedure was repeated with the group 
of cells that were frozen for 40 days and the following cell viability was found: DMSO 23.61%, 
DMSO+glycerol 8.71% and glycerol 2.11%. After 14 days of inoculation no tumor growth was 
found in any of the mice. There was a considering variation of the cell viability when different 
protocols were used and when they were exposed to different times of cryopreservation. 
However, cryopreservation of cells was more efficient when only DMSO was used, with an 
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efficiency percentage of 33% and 23.61% after 20 and 40 days respectively. Tumor growth 
in vivo was observed in cells that were frozen for 20 days only. It is necessary to enhance 
this procedure in order to increase the cell viability and use it for cryopreservation in future 
research.
KEYWORDS: Ehrlich tumor, cryopreservation, DMSO, glycerol, cell viability, liquid nitrogen.

1 |  INTRODUÇÃO

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantável maligna de origem epitelial e 
corresponde ao adenocarcinoma mamário de camundongo fêmea (Abdan, 2012), 
transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich, em 1906. Cresce em variadas espécies 
de camundongos, sob a forma ascítica quando inoculada na cavidade peritoneal e na 
forma sólida quando inoculada subcutaneamente. Os métodos atualmente utilizados para 
a manutenção in vivo do tumor são caros e dependem do uso de animais. Portanto, 
novos métodos para a preservação destas células tumorais precisam ser investigados e 
desenvolvidos (Santos; Kamila, 2015). 

Pela capacidade das células tumorais de Ehrlich (CTE) de se proliferar em diversas 
espécies e por serem consideradas muito invasivas, o tumor tem sido utilizado como um 
modelo para vários estudos, tais como a influência do estresse sobre câncer (Palermo-
Neto et al., 2001, Palermo-Neto et al., 2003), resposta imunológica ao tumor (Segura 
et al. 2000; Pinto, 2003), efeito antiangiogênico e antiproliferativo (Kumar et al., 2009; 
Islam, et al., 2012 Chougule et al., 2013), marcadores de proliferação celular (Silva et al., 
2006), na avaliação do crescimento tumoral sob o efeito de toxinas (Mady, 2002), extratos 
vegetais (Rajeshkumar et al., 2002; Radhika at al., 2012), drogas anti-inflamatórias e 
agentes proteicos (Pal et al., 2001; Kar et al., 2012) e no estudo de neurotransmissores 
(Monshkov et al., 2013). 

A preservação criogênica é o ato de congelar e armazenar as células a uma temperatura 
muito baixa. O metabolismo celular cessa, e assim, quando as células são aquecidas e 
a água retorna ao estado líquido, a função celular retoma (Tedeschi; Paoli, 2011). Este 
método permite a redução do número de uso dos animais, assegurando a estabilidade 
genética e o armazenamento de células durante longos períodos de experimentação. Por 
outro lado, a criopreservação é um processo complexo que envolve muitos fatores que 
devem ser equilibrados para obter resultados satisfatórios (Santos; Kamila, 2015). 

Um método de criopreservação é o ultra-rápida (vitrificação) constituído por exposição 
direta das células ao nitrogênio líquido ou a vapores, evitando assim a cristalização da 
água intracelular. Um dos princípios em que se baseia o método é refrigeração ultra-
rápida das células imersas numa solução que incorpora os crioprotetores em alta 
concentração. A mistura a ser congelada não cristaliza, mas torna-se líquido viscoso e 
passa para um estado sólido (Fahy et al., 1984). Para evitar as injúrias induzidas pelas 
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baixas temperaturas é essencial o uso de agentes crioprotetores que proporcionem uma 
proteção celular e tecidual durante a redução da temperatura.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a ação de crioprotetores como o 
dimetilsulfóxido (DMSO), o glicerol, bem como a associação de ambos na criopreservação 
de células tumorais de Ehrlich.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho é parte integrante de um projeto mãe e foi encaminhado e 
aprovado pela CEUA/Metodista sob número 180/17 em 13.11.2017.

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus). Os animais foram alojados em 
caixas, com água e comida, e mantidos no biotério da Universidade Metodista de São 
Paulo – São Bernardo do Campo, com temperatura controlada e ciclo de iluminação claro-
escuro de 12 x 12 h (início às 7 horas). Os animais receberam alimentação e água “ad 
libitum”.

2.2 Neoplasia transplantável

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantável maligna de origem epitelial e 
corresponde ao adenocarcinoma mamário de camundongo fêmea (Abdan, 2012), 
transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich, em 1906. Cresce em variadas espécies 
de camundongos, sob forma ascítica quando inoculada na cavidade peritoneal e na forma 
sólida quando inoculada subcutaneamente. No presente trabalho foi utilizado o tumor na 
sua forma ascítica.

2.3 Crioprotetores

O dimetilsulfóxido (DMSO) é um importante agente crioprotetor que possui alta 
capacidade de penetrar na célula devido ao fato de ser um solvente orgânico de baixo 
peso molecular (78 g/mol) e temperatura de congelação de 18,5 °C. É um subproduto de 
fácil acesso, podendo ser extraído da celulose. A composição química do DMSO permite 
a interação ou combinação com ácidos nucléicos, carboidratos, lipídeos, proteínas e 
muitas drogas sem alterar de forma irreversível a configuração das moléculas. O DMSO 
age interagindo com as membranas, atravessando-as rapidamente por meio de difusão 
(Castro, 2011).

O glicerol (CH3H8O3) é um álcool polihídrico altamente permeável com peso 
molecular 92,10 g mol-1 (Silva et al., 2003). Sua atividade de crioproteção foi inicialmente 
aplicada em 1913, quando Keith observou que a sua adição em variadas concentrações 
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(5-42%) em suspensão de Escherichia coli permitiu mantê-la viável por seis meses à 
temperatura de -20 °C. O glicerol penetra à membrana celular através da difusão passiva, 
permanecendo tanto na membrana quanto no citoplasma (Parks & Graham, 1992). Sua 
difusão é de 30 a 60 vezes mais lenta que a da água (Graham, 1996). Os efeitos protetores 
do glicerol são representados por propriedades coligativas, diminuição do ponto de 
congelamento com consequente redução das concentrações de eletrólitos na fração não 
congelada da amostra (Lovelock & Polge, 1954).

2.4 Delineamento experimental

As células tumorais de Ehrlich foram injetadas em um camundongo (0,1 mL) por via 
intraperitoneal e após 7 dias o líquido ascítico foi aspirado (2 mL). Dentre estes 2 mL, 1 
mL foi diluído (1/200) para verificar a viabilidade das células tumorais e 1 mL foi utilizado 
para o congelamento com os crioprotetores e descongelados para análise de células após 
20 dias e 40 dias.

2.4.1 Diluição do tumor de Ehrlich (1/200)

A diluição (Figura 1) é realizada para que possa ser feita a contagem das células. 
Para o procedimento foram utilizados três eppendorfs, RPMI (meio de cultura) e azul de 
Trypan.

Eppendorf 1: foi misturado 200 µL do líquido ascítico com 200 µL de RPMI.
Eppendorf 2: foi misturado 100 µL do conteúdo do eppendorf 1 com 900 µL de RPMI.
Eppendorf 3: foi misturado 10 µL do conteúdo do eppendorf 2 com 90 µL do azul de 

Trypan.

Figura 1: A figura demonstra o processo de diluição do tumor de Ehrlich, sendo representados os 
eppendorfs de 1 a 3 da esquerda para a direita.

2.4.2 Contagem de células viáveis

Após a diluição, o material do eppendorf 3 foi analisado por microscopia, com o 
auxílio da câmara de Neubauer, para a contagem das células vivas. 

O azul de Trypan foi utilizado para discernir a viabilidade da célula, caso ela não seja 
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viável, sua membrana perde a permeabilidade e o azul de Trypan infiltra fazendo com que 
a célula adquira uma tonalidade azul (Figura 2A). Já com a célula viável isto não ocorre 
(Figura 2B).

Com a contagem na câmara de Neubauer foram obtidos os seguintes resultados:

Q1 = 1º Quadrante: 64 células viáveis.
Q2 = 2º Quadrante: 48 células viáveis.
Q3 = 3º Quadrante: 52 células viáveis.
Q4 = 4º Quadrante: 65 células viáveis.

Figura 2: A figura demonstra em: A. Fotomicrografia de célula não viável  (indicada pela ponteira) 
devido a penetração do azul de Trypan. B. Fotomonicrografia de células viáves sem a penetração do 

azul de Trypan. 

2.4.3 Crioprotetores e congelamento

O experimento foi dividido em três grupos cada um com um crioprotetor, no grupo 
A continha DMSO, o grupo B glicerol e o grupo C DMSO+glicerol. O congelamento foi 
realizado em nitrogênio líquido a uma temperatura de -196°C.

Grupo A: em dois eppendorfs (A1 e A2) foram colocados 200 µL de DMSO + 600 µL 
de RPMI + 200 µL de líquido ascítico com células tumorais.

Grupo B: em dois eppendorfs (B1 e B2) foram colocados 200 µL de glicerol + 600 µL 
de RPMI + 200 µL de líquido ascítico com células tumorais.

Grupo C: em dois eppendorfs (C1 e C2) foram colocados 100 µL de DMSO + 100 µL 
de glicerol + 600 µL de RPMI + 200 µL de líquido ascítico com células tumorais.
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2.4.4 Descongelamento

O descongelamento foi realizado em banho maria a 37°C por 5 minutos. Em um tubo 
cônico graduado foi colocado 7 mL de RPMI + o conteúdo do eppendorf. Após a mistura, 
o tubo cônico graduado foi posto na centrífuga em uma velocidade de 1.000 rotações 
durante 5 minutos. Ao finalizar a centrifugação, a fibrina ficou concentrada no interior do 
tubo. Do conteúdo do tubo cônico graduado foi utilizado 0,2 – 0,3 mL para injetar em dois 
novos camundongos para analisar o crescimento tumoral e 10 µL foi misturado com 90 
μL do azul de Trypan para analisar no microscópio, por meio da câmara de Neubauer, a 
viabilidade das células. Este processo foi realizado com os eppendorfs A1, B1 e C1 20 
dias após o congelamento e com os eppendorfs A2, B2 e C2 40 dias após o congelamento. 

3 |  RESULTADOS 

Após 20 dias de congelamento em nitrogênio líquido os eppendorfs A1, B1 e C1 
foram descongelados e foi feita a análise microscópica para realizar a contagem de 
células viáveis. 

O eppendorf A1 que continha o crioprotetor DMSO apresentou uma média de 222.500 
(33%) de células viáveis e uma média de 445.000 (66%) de células não viáveis.

O eppendorf B1 que continha o crioprotetor glicerol apresentou uma média de 7.500 
(0,79%) de células viáveis e uma média de 932.500 (99,20%) de células não viáveis.

O eppendorf C1 que continha os crioprotetores DMSO+glicerol apresentou 0 (0%) de 
células viáveis e uma média de 110.000 (100%) de células não viáveis.

Para análise de crescimento tumoral o conteúdo de cada eppendorf foi injetado em 
dois novos camundongos e eles foram pesados antes e após 14 dias da injeção das 
células tumorais.

Tabela 1: A tabela representa o peso dos camundongos antes e após 14 dias da primeira injeção 
das células tumorais. Observa-se que houve ganho de peso em todos os camundongos, exceto o 

camundongo II.
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Após 40 dias de congelamento em nitrogênio líquido os eppendorfs A2, B2 e C2 
foram descongelados e foi feita a análise microscópica para realizar a contagem de 
células viáveis. 

O eppendorf A2 que continha o crioprotetor DMSO apresentou uma média de 372.500 
(23,61%) de células viáveis e uma média de 1.205.000 (76,39%) de células não viáveis.

O eppendorf B1 que continha o crioprotetor glicerol apresentou uma média de 20.000 
(2,11%) de células viáveis e uma média de 927.500 (97,89%) de células não viáveis.

O eppendorf C1 que continha os crioprotetores DMSO+glicerol apresentou 72.500 
(8,71%) de células viáveis e uma média de 760.000 (91,29%) de células não viáveis.

Para análise de crescimento tumoral o conteúdo de cada eppendorf foi injetado em 
dois novos camundongos e eles foram pesados antes e após 14 dias da injeção das 
células tumorais.

Tabela 2: A tabela representa o peso dos camundongos antes e após 14 dias da segunda injeção das 
células tumorais. Observa-se que não houve ganho de peso na maioria dos camundongos, apenas nos 

camundongos V e VI.

Figura 3: O gráfico mostra a porcentagem de células viáveis e inviáveis nos crioprotetores DMSO, 
glicerol e DMSO+glicerol após 20 dias de congelamento.



 
Tópicos Multidisciplinares em Ciências Biológicas 3 Capítulo 3 25

Figura 4: O gráfico mostra a porcentagem de células viáveis e inviáveis nos crioprotetores DMSO, 
glicerol e DMSO+glicerol após 40 dias de congelamento.

4 |  DISCUSSÃO 

Sabe-se que diferentes tipos de células podem precisar de diferentes protocolos de 
congelamento para que se obtenha sucesso no processo de criopreservação (LEIBO; 
MAZUR, 1971). Deste modo, é preciso considerar diversos fatores, tais como: morfologia 
das células, velocidade de congelamento, pH, estresse osmótico e tipo e concentração do 
agente crioprotetor, sendo este último um fator imprescindível (MAZUR, 1963; SANTOS 
et al., 2015). 

Os crioprotetores fornecem proteção celular ao reduzirem as diferenças de 
osmolaridade entre os meios intra e extracelular (MERYMAN, 2007). A baixa taxa de 
viabilidade celular em nosso estudo indica que as CTE sofreram efeitos deletérios durante 
o processo de criopreservação. É conhecido que este processo induz danos à membrana 
celular, o que torna ainda mais importante o uso de crioprotetores, para que a desidratação 
celular seja facilitada, aumentando a permeabilidade da membrana à água e, com isso, a 
redução na formação de cristais de gelo intracelulares (SANTOS et al., 2015). Akhoondi 
et al. (2012), constataram que a permeabilidade à água é maior com DMSO quando 
comparado ao glicerol, assim ressaltando a capacidade do DMSO em diminuir a incidência 
dos cristais de gelo intracelulares. 

A variação do peso corporal é utilizada como uma forma de avaliação do crescimento 
tumoral (SILVA; FREITAS; DOMINGUES, 2017). Enquanto a perda de peso tenha sido 
um parâmetro para medir a agressividade de proliferação do tumor de Ehrlich (SANTOS 
et al., 2015), nossos resultados apresentaram aumento de peso nos camundongos que 
chegaram a desenvolver o tumor, fato que pode ser explicado pela retenção de líquidos 
que ocorre na proliferação desse tumor (SILVA; FREITAS; DOMINGUES, 2017). 

Os resultados das CTE criopreservadas com DMSO se apresentaram promissores, 
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uma vez que dentre os crioprotetores utilizados foi o que apresentou uma maior taxa de 
viabilidade (33%) após 20 dias, bem como crescimento tumoral e um dos camundongos 
utilizados. Após 40 dias de congelamento houve uma taxa de 23,61% de células viáveis, 
porém não houve crescimento tumoral.

Segundo Oliveira et al. (2010, p. 4) “Apesar de apresentar uma viabilidade de 
aproximadamente 25%, o crioprotetor Glicerol é considerado eficaz quando utilizado na 
criopreservação das células tumorais de Ehrlich”. Por outro lado, apesar de apresentar 
uma viabilidade de apenas 0,79%, o tumor conseguiu se desenvolver em um dos 
camundongos. Após 40 dias de congelamento apresentou uma taxa de viabilidade maior, 
2,11%, no entanto, não houve crescimento tumoral.

Com a associação de DMSO+glicerol a taxa de viabilidade celular após 20 dias 
de congelamento foi de 0%, no entanto, um dos camundongos apresentou crescimento 
tumoral, sugerindo presença de células viáveis. Após 40 dias de congelamento a 
porcentagem de células viáveis foi de 8,71% e apesar de os camundongos apresentarem 
ganho de peso, não houve crescimento tumoral. 

O desenvolvimento do tumor em apenas um dos camundongos de cada experimento 
suscita o questionamento de que a quantidade de 0,3 mL inoculada não seja suficiente 
para garantir a proliferação do tumor no animal. Segundo o Manual Básico de Oncologia 
Experimental Tumor de Ehrlich (2018), como a via de inoculação intraperitoneal suporta 
grandes volumes, a quantidade de células inoculadas é em média de 0,5 mL, garantindo 
o desenvolvendo do tumor na forma ascítica.

5 |  CONCLUSÃO

A técnica desenvolvida na criopreservação das células tumorais de Ehrlich apresentou 
resultados positivos após 20 dias de congelamento apesar do baixo número de células 
viáveis, desenvolvendo o tumor em um camundongo de cada experimento (DMSO, 
glicerol e DMSO+glicerol). De acordo com os resultados o DMSO se mostrou mais eficaz 
apresentando uma maior taxa de viabilidade e quantidade de células. No entanto, futuros 
estudos e experimentos são necessários para o aprimoramento da técnica realizada, 
almejando prolongar o tempo de criopreservação e, consequentemente, a redução no 
uso de animais.
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