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RESUMO
.

O presente estudo avaliou o envolvimento dos receptores CXCR2 para quimiocinas,
no carcinoma espinocelular oral, através de ensaios in vitro e in vivo. A incubacéo in
vitro do antagonista seletivo ndo-peptidico dos receptores CXCR2, SB225002 (25 a
3200 nM), produziu uma inibicdo dependente do tempo e da concentracdo, da
viabilidade das linhagens SCC158 e HN30, de carcinoma oral de células escamosas
de ratos e humanos, respectivamente. Por outro lado, a incubagdo com este
antagonista ndo produziu alteracdo significativa da viabilidade da linhagem HaCaT
de queratindcitos humanos normais. O papel dos receptores CXCR2 foi ainda
avaliado através da utilizacdo dos agonistas seletivos para estes receptores em
humanos (IL-8) e em ratos (CINC-1). Esta série de resultados demonstrou que a
incubacgao de IL-8 (1 a 100 ng/ml) ou de CINC-1 (1 a 10 nM) produziu um aumento
concentracdo-dependente da proliferagdo das linhagens celulares HN30 de
humanos e SCC158 de ratos, respectivamente. A inje¢cdo submucosa de células
SCC158 (5 x 10° células/sitio), na lingua de ratos Fischer 344, induziu o
desenvolvimento de carcinoma espinocelular oral, com caracteristicas lembrando
aquelas observadas clinicamente em humanos. O aumento tumoral foi evidente
apos sete dias da inoculacdo das células, sendo maximo em 40 dias. Depois desse
periodo de tempo, o tamanho da lesdo impediu que fossem continuados o0s
experimentos. De forma interessante, a analise por imunoistoquimica demonstrou
um aumento marcante da expressao dos receptores CXCR2 na lingua de ratos com
tumor, independente do tempo de avaliagdo. O aumento da expressdo dos
receptores CXCR2 foi acompanhado de um aumento dos marcadores de
angiogénese e apoptose, VEGF e caspase-3, respectivamente. Os dados do
presente estudo sugerem um importante papel para os receptores CXCR2 no
carcinoma oral de células escamosas. Estudos adicionais precisam ser realizados a
fim de determinar o efeito do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores
CXCR2, SB225002, no desenvolvimento tumoral in vivo.

Palavras-chave: carcinoma espinocelular oral, quimiocinas, receptores CXCR2,
VEGF, caspase-3.



ABSTRACT
T

The present study has evaluated the relevance of CXCR2 chemokine receptors in
the oral squamous cell carcinoma, by means of in vitro and in vivo approaches. The
in vitro incubation of the selective and non-peptide CXCR2 receptor antagonist
SB225002 (25 to 3200 nM) produced a time- and concentration-dependent inhibition
of viability of the cell lines SCC158 e HN30, from rat and human origin, respectively.
On the other hand, this antagonist failed to significantly affect the viability of the
normal keratinocyte lineage HaCaT. The role of CXCR2 receptors was further
confirmed by testing the effects of the selective human and rat agonists, IL-8 (1 to
100 ng/ml) and CINC-1 (1 to 10 nM), respectively. This series of results revealed a
concentration-dependent increase of HN30 and SCC158 cell proliferation,
respectively. The sub-mucosal injection of SCC158 cells (5 x 10° cells per site), into
the tongue of Fischer 344 rats, induced tumor development, which displayed typical
clinical features. The tumor growth was evident as early as seven days following cell
inoculation, being maximal at 40 days. After this period, the lesion length did not
allow continuing experiments. Of high interest, the immunohistochemical analysis of
rat tongue biopsies revealed a marked increase of CXCR2 receptor expression in the
tumor groups, independent on the time of evaluation. The up-regulation of CXCR2
receptors was accompanied by an expressive augmentation in the expression of the
molecular markers of angiogenesis and apoptosis, VEGF and caspase-3,
respectively. Our data suggests an important role for CXCR2 receptors in oral
squamous cell carcinoma. Additional studies are needed to determine the effects of
treatment with the selective CXCR2 chemokine receptor antagonist SB225002, on in
vivo tongue carcinoma growth.

Keywords: oral squamous cell carcinoma, chemokines, CXCR2 receptors, VEGF,
caspase-3.
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INTRODUCAO
T

Cancer oral € uma denominacdo usada para diferentes neoplasias malignas
tanto em cavidade oral como em orofaringe. Dentro deste grupo, o carcinoma
espinocelular € o tipo mais comum e representa mais de 90% dos casos (INCA,
2002; WHO, 2005; Brinkman e Wong, 2006). Estas neoplasias séo consideradas um
problema de salde publica no Brasil e em muitos outros paises e, embora variem
em diferentes regides do mundo, os maiores indices da doenca séo verificados em
paises em desenvolvimento (Brinkman e Wong, 2006; McDowell, 2006; INCA, 2008).
No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Céncer (INCA), a estimativa atual
aponta mais de 14.000 novos casos por ano, mantendo a propor¢ado homem/mulher
em torno de 3:1 (INCA, 2008).

Apesar dos avangos significativos no tratamento de outros tipos de
neoplasias, a morbidade e mortalidade associadas ao cancer oral continuam
elevadas. O prognéstico favoravel ocorre principalmente com o diagnostico precoce
das lesbes que, juntamente com a prevencao, segue sendo a melhor abordagem
(Brinkman e Wong, 2006; Massano, 2006; McDowell, 2006). Geralmente, o
tratamento padrédo do carcinoma espinocelular compreende remocao cirdrgica e
radioterapia ou a combinacdo de ambas (INCA, 2001; Rapaport et al., 2001,
Cochrane, 2007). A quimioterapia pode ser empregada nos casos avancados
visando a reducao do tumor, previamente ao tratamento padrdo ou como tratamento
paliativo, diferentemente do que ocorre no tratamento de outros tumores. Em funcao
da extensdo da lesdo, o tratamento deste grupo de neoplasias pode produzir
alteracBes funcionais e estéticas significativas, determinando um grande impacto na
gualidade de vida do paciente (Chandu et al., 2006). A pequena variacdo no
tratamento do paciente com carcinoma espinocelular motiva a realizacdo de novos
estudos que identifiguem fatores que possam melhorar tanto abordagem individual
guanto a terapia (Massano, 2006).

As quimiocinas (citocinas quimiotaticas) e seus receptores possuem acoes
fundamentais na patogénese de diversas doengas. Inicialmente, foram estudadas
em fungdo do seu papel na inflamacdo. A interagdo das quimiocinas com seus
receptores leva a ativacéo de diversas vias de sinalizacao intracelular (Rosenkilde e
Schwartz, 2004; Charo e Ransolhoff, 2006; Rollins, 2006). Por exemplo, de forma
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geral, a familia das quimiocinas CXC induz a migracéo de neutrdfilos e linfécitos (Le
et al., 2004) e pode influenciar fun¢des angiogénicas e angiostaticas (Strieter et al.,
2006). O prototipo desse grupo € a interleucina 8 (IL-8/CXCL8) (Holmes et al., 1991;
Van Damme et al., 2004; White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). Neste
contexto, tem sido sugerido que agentes capazes de bloquear os receptores de
quimiocinas, como o0 CXCR2, poderiam constituir uma nova classe de
medicamentos, reduzindo as respostas inflamatérias e algicas em diferentes
situacdes clinicas (Baggiolini, 2001; Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004; White et
al., 2005).

A relacédo entre inflamacéo e cancer ja havia sido descrita no final do Século
XIX, por Virchow (Coussens e Werb, 2002; Rosenkilde e Schwartz, 2004). Embora
seja claro que a proliferacéo celular, por si s6, ndo causa cancer, diversos estudos
vém ampliando o conceito de que a inflamacdo é um componente critico na
formacg&o do tumor, chamando a atencdo o microambiente tumoral, onde as células
inflamatorias parecem exercer um papel fundamental no processo de proliferacéo,
sobrevivéncia e migracdo da neoplasia (Desbaillets et al.,1997; Coussens e Werb,
2002). Além disso, as células tumorais podem expressar moléculas sinalizadoras
das para invasdo, migracdo e metastase, incluindo as quimiocinas e seus receptores
(Coussens e Werb, 2002; Balkwill, 2003; Rosenkilde e Schwartz, 2004).

As diversas evidéncias experimentais sugestivas do envolvimento
guimiocinas CXC, bem como de seus receptores, nos processos de oncogénese
estimularam outros estudos a fim de identificar antagonistas dos receptores de
guimiocinas como possiveis alternativas para a terapia do cancer (Hidaka et al.,
2002). Em um dos principais estudos, o antagonista SB225002 diminuiu a
proliferacdo de células de carcinoma de eséfago em cultura, sugerindo que o
bloqueio dos receptores CXCR2 poderia representar uma estratégia potencial para o
tratamento do cancer (Wang et al., 2006).

Assim, um novo paradigma vem sendo amplamente aceito: a inflamagéo
cronica regulada por quimiocinas no local do tumor pode facilitar sua progresséo, ao
invés de promover imunidade antitumoral. A quebra desse ciclo, inibindo citocinas,
quimiocinas e outros mediadores, isoladamente ou em uma combinacgéo de terapias,
poderia determinar regimes terapéuticos eficazes no tratamento das neoplasias (Yan
et al., 2006).
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REVISAO DA LITERATURA
T

1 Céncer Oral

Céancer oral é uma denominagéo usada para diferentes neoplasias malignas
tanto em cavidade oral como em orofaringe. Dentro deste grupo, 0 carcinoma
espinocelular é o tipo mais comum e representa mais de 90% dos casos (WHO,
2005; INCA, 2008). Este grupo de neoplasias € um problema de saude publica no
Brasil e em muitos outros paises. Embora a incidéncia e a mortalidade por cancer
oral variem em diferentes regides do mundo, os maiores indices da doenca séo
verificados em paises em desenvolvimento (Danaei et al., 2005; Brinkman e Wong,
2006; McDowell, 2006; INCA, 2008). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), as estimativas no Brasil indicam que as neoplasias malignas da cavidade
oral apresentam-se como quinto grupo mais frequente entre os homens e o0 sétimo
entre as mulheres. A estimativa atual aponta mais de 14.000 novos casos por ano,
mantendo a propor¢cdo homem/mulher em torno de 3:1 (INCA, 2008).

O carcinoma espinocelular oral € causado por uma combinacdo de fatores
extrinsecos e intrinsecos (radiacdo solar, tabaco, alcool, suscetibilidade genética,
entre outros) que atuam em conjunto durante um periodo de tempo para o inicio de
uma neoplasia (Danaei et al., 2005; McDowell, 2006). Isto envolve a interacdo do
carcindbgeno com o DNA da célula a ele exposta determinando uma mutacao. Esta
célula permanece latente, podendo ser eliminada do organismo ou vir a proliferar
guando forem ultrapassados seus mecanismos de regulacdo e controle (Coussens e
Werb, 2002; Brinkman e Wong, 2006).

As localizacdes preferenciais do carcinoma espinocelular sdo lingua, labio
inferior e soalho, podendo ocorrer em qualquer parte da cavidade oral (Rapaport et
al.,, 2001; Silverman et al., 2004). Clinicamente, a lesdo tipica de carcinoma
espinocelular tende a assumir um aspecto proliferativo ou de uma ulceragéo
endurecida, assintomatica, com bordas elevadas, que nédo cicatriza. Pode também
se desenvolver a partir de lesdes pré-existentes, em forma de leucoplasias,
eritroplasias e ulceragbes (Pindborg, 1997; Neville et al., 2004; Silverman et al.,
2004; WHO, 2005).

O carcinoma espinocelular ocorre a partir do epitélio de revestimento da

cavidade oral e seu aspecto histopatoldgico se caracteriza por ilhas e corddes de
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células epiteliais malignas, lembrando a morfologia das células escamosas, que
invadem os tecidos adjacentes. Tanto os tumores superficiais quanto os invasivos
apresentam graus variados de pleomorfismo celular e nucelar, producdo de pérolas
de ceratina e inflamacédo. Esta variacdo na diferenciacdo determina a graduacéo
histopatolégica do tumor: bem diferenciado a pobremente diferenciado — Graus | a IV
(Anneroth et al., 1986; Odell et al., 1994; Pindborg, 1997; WHO, 2005; Lourenco et
al., 2007).

Assim como outras neoplasias, o carcinoma espinocelular oral também é
estadiado clinicamente para estabelecer as bases do tratamento. O sistema usado
na maioria dos centros € a classificacdo TNM — tumor-nodo-metéstase, onde T
indica o tamanho do tumor, N a presenca ou auséncia de lesbes metastaticas nos
linfonodos e M refere-se a metastases distantes (INCA,2002; Silverman et al., 2004;
WHO, 2005). Entretanto, as evidéncias demonstram que esse sistema € insuficiente
para determinar o prognostico de pacientes com carcinoma oral. Em funcdo disso,
tem-se buscado meios de identificar quais sdo os individuos suscetiveis, de
aumentar o diagndéstico precoce e de reduzir o atraso na referéncia dos pacientes
com cancer para o tratamento adequado (Kademani et al., 2005; Brinkman e Wong,
2006; Mc Leod, 2006). A sobrevida do paciente com carcinoma espinocelular varia
conforme a localizacdo topografica primaria. As recidivas ocorrem principalmente
nos primeiros 2 a 3 anos, sendo o periodo de risco de 5 anos. As taxas de cura para
esta neoplasia estdo relacionadas ao estagio do tumor - lesées em estagio inicial
podem ter 95% de chances de cura (INCA,2002; Chandu et al., 2005; Massano et
al., 2006; Bell et al., 2007).

Os fatores que influenciam a escolha do tratamento estdo
relacionados com as caracteristicas do tumor e do paciente. O objetivo final do
tratamento € erradicar o0 tumor, preservar ou restaurar forma e
fungd@o, minimizar as sequelas do tratamento e evitar qualquer novo tumor primario.
Para atingir estes objetivos, as modalidades de tratamento disponiveis atualmente
incluem a cirurgia, radioterapia, quimioterapia, tratamentos combinados e estratégias
de prevencao incluindo estilo de vida e quimioprofilaxia (Rapaport et al., 2001; INCA,
2002; Neville et al., 2004; Chandu et al., 2005; Shah e Gil, 2009). A quimioterapia
pode ser empregada nos casos avancados visando a reducdo do tumor, a fim de

possibilitar o tratamento posterior pela radioterapia ou cirurgia. Nesses casos, 0
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prognéstico € extremamente grave, pois, em funcdo da extensdo, o controle da
lesdo é limitado, independentemente do tratamento utilizado. Muitas vezes, nos
casos de cancer de cabeca e pescoco, a quimioterapia € paliativa, ao contrario do
gue ocorre no tratamento de outros tumores. A quimioterapia pode ser realizada com
um unico agente ou por uma combinacdo deles, 0 que aumenta a taxa de resposta,
embora a toxicidade também seja maior, sem que se tenham evidéncias
convincentes do aumento da sobrevida. Alguns dos agentes usados atualmente,
como a cisplatina e 5-fluorouracil, buscam reduzir o tumor através do controle local e
também de metastases (Cochrane, 2007; Tsuiji et al., 2007; Zima et al., 2007).

A permanéncia dos elevados indices de morbi-mortalidade e a pequena
variacao na terapia motiva a realizacao de novos estudos em busca de uma melhor

abordagem individual do paciente com cancer oral (Massano, 2006).

2 Quimiocinas

As quimiocinas (citocinas quimiotaticas) representam um grupo de pequenas
proteinas, que estdo implicadas em uma série de processos bioldgicos,
especialmente aqueles relacionados a movimentacdo dos leucécitos e sua migracao
do sangue para os tecidos, locais de inflamacéo ou lesdes, a partir da ativacdo dos
receptores de quimiocinas (Rosenkilde e Schwartz, 2004). Inicialmente estudadas
em fungdo do seu papel na inflamacao, as quimiocinas e seus receptores possuem
acOes fundamentais na circulacdo das células mononucleares pelo corpo, na
organizacdo do sistema imune e na patogénese de diversas doencas (Slettenaar e
Wilson, 2006). Além de células hematopoiéticas, células endoteliais, musculares,
epiteliais, entre outras, expressam 0s receptores para quimiocinas (Rosenkilde e
Schwartz, 2004). Em razdo disso, diferentes antagonistas dos receptores de
quimiocinas vém sendo desenvolvidos com o intuito de modular a inflamagéo e a
resposta imune (Ben-Baruch, 2006; Charo e Ransohoff, 2006).

As quimiocinas humanas sdo um grupo de aproximadamente 50 moléculas.
Representam polipeptideos de 8-kD a 12-kD, com 67 a 127 aminoacidos, que
contém duas alcas dissulfeto internas. S&o organizados em quatro familias com
base na disposi¢do dos dois residuos de cisteina amino-terminais que integram as

pontes de dissulfeto (FIGURA 1). Esses residuos de cisteina podem estar
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imediatamente adjacentes (quimiocinas CC) ou separados por um aminoacido
qualquer (quimiocinas CXC). Existem ainda as quimiocinas XC e as quimiocinas
CX3C, que ocorrem em menor numero (Baggiolini,1997; Baggiolini, 2001; Frederick e
Clayman, 2001; Le et al., 2004; Moser e Williman, 2004; Slettenaar e Wilson, 2006).
A nomenclatura é determinada pela estrutura (CC, CXC, XC e CX3C) seguida de L
(para ligante) e um namero (Murphy et al., 2000; Baggiolini, 2001).

FAMILIA DAS QUIMIOCINAS
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FIGURA 1. Estrutura das familias de quimiocinas (Adaptado de Frederick & Clayman, 2001).

A diferenca estrutural entre as quimiocinas influencia diretamente a ligacao
aos receptores (White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). Os principais efeitos
das quimiocinas sdo mediados pela interagcdo com diversos receptores acoplados a
proteina G, que possuem sete dominios transmembranicos (FIGURA 2). A interacéo
das quimiocinas com seus receptores leva a ativacao de diversas vias de sinalizacao
intracelular, o que resulta no influxo de Ca'™ e no rearranjo da actina celular,

promovendo, finalmente, quimiotaxia (Rosenkilde e Schwartz, 2004; Charo e
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Ransolhoff, 2006). Os receptores de quimiocinas séo divididos em familias
diferentes, de acordo com o tipo de quimiocinas a que se ligam (Baggiolini, 2001,
White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). A nomenclatura é definida como CC,
CXC, C, ou CX3C, seguidas de R (para receptor) e um numero (Murphy et al., 2000;
Baggiolini, 2001).

QUIMIOCINA
RECEPTOR

SUPERFICIE CELULAR

CITOSOL

. COOH
PROTEINA G

v

TRANSDUGAO DE SINAL
FIGURA 2. Receptor acoplado a proteina G para quimiocinas. A figura ilustra a
interacdo quimiocina-receptor: (1) indica o sitio de fixagdo a matriz da por¢do C-terminal
da quimiocina; (2) mostra a alga que permite o contato inicial da quimiocina com o

receptor; (3) representa a por¢ao N-terminal que interage com o sitio de ligacéo formado
pelas regides transmembrana do receptor (Adaptado de Moser e Williman, 2004).

As quimiocinas CC apresentam duas cisteinas adjacentes e tém a funcéo de
atrair células mononucleares aos locais de inflamacédo crénica. O representante
principal deste grupo é a quimiocina MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos),
chamada atualmente de CCL2, que induz os mondcitos a deixarem a corrente
sanguinea em direcdo ao tecido adjacente, tornando-se macréfagos teciduais. A
MCP-1 é um potente agonista para mondcitos, células dendriticas, linfocitos T de
memoria e basofilos. Entre outras, algumas quimiocinas CC de relevancia séo
CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-18 e CCL5/RANTES (Bone-Larson et al., 2000; Ben-
Baruch, 2006). Estas quimiocinas CC se unem a receptores CC, identificados até
agora como CCR1 a CCR10, sendo expressos na superficie de diferentes células
(White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 1).
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NOME ATUAL ABREVIATURA E NOME ANTERIOR RECEPTOR CELULA ALVO
CCL1 1-309 CCR8 MO, T
CcCL2 MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 CCR2 MO,T,Ba,NK, P
CCL3 MIP-12 Macrophage inflammatory protein-1a CCR1,CCR5 MO,T, Ba,NK,
H,E, D, P
CcCL4 MIP-1b Macrophage inflammatory protein-1p3 CCR5 MO,T,NK,D,P
CCL5 RANTES Regulated on activation of normal T-cell expressed ~ CCR1,CCR3 T, Ba,
and secreted CCR5 NK,MA,E.D,P
CCL6 Desconhecido CCR1,CCR2 MA
CCR3
CCL7 MCP-3 Monocyte chemoattractant protein-3 CCR1,CCR2 MO, T, NK, D, E,
CCR3 BA
CCL8 MCP-2 Monocyte chemoattractant protein-2 MO, T, NK, E, Ba
CCL9/10 Desconhecido CCR1 T
CCL11 Eotaxin CCR3 ET
CCL12 Desconhecida CCR2 MO, E, T
CCL13 MCP-4 Monocyte chemoattractant protein-4 CCR1,CCR2 MO, E, T
CCR3
CCL14 HCC-1 Hemofiltrate CC-chemokine-1 CCR1 MO, H
CCL15 HCC-2 Hemofiltrate CC-chemokine-2 CCR1,CCR3 MO, E, T
CCL16 HCC-4 Hemofiltrate CC-chemokine-4 CCR1 T,N
CCL17 TARC Thymus-and activation-related chemokin CCR4 T
CCL18 PARC Pulmonary-and activation-regulated chemokin Desconhecido T naive
CCL19 ELC Epstein-Barr virus-induced receptor ligand CCR7 T, B, D, NK
chemokine ativadas
CCL20 LARC Liver- and activation-related chemokine CCR6 TeB
CCL21 SLC Secondary lymphoid tissue chemokine CCR7 T,B,D,AP,NK
ativadas
CCL22 MDC Macrophage-derived chemokine CCR4 MA, P.
CCL23 MPIF-1 Myeloid progenitor inhibitory factor-1 CCR1 D, Oc
CCL24 MPIF-2 Myeloid progenitor inhibitory factor-2 CCR3 Th2 efetoras
CCL25 TECK Thymus-expressed chemokine CCR9 TeTMem,, B,
timacitos
imaturos, E
CCL26 Eotaxin-3 CCR3 ET
CCL27 ESkine Skinkine CCR3,CCR2 T CLA+
CCR1
CCL28 MEG Mucosa-associated epithelial chemokine CCR10, CCR3 T

MO=Mondcitos, MA=macrofagos T=células T, B=células B, Ba=baséfilo, NK=Células NK,
P=progenitoras, H=hematopoiéticas, E=eosindfilos, D=dendriticas, T, N=neutréfilos, Oc=

osteoclastos, CE =células endoteliais, F=fibroblastos, nH=n&o hematopoiéticas.

Adaptadas de Rosenkilde e Schwartz, 2004; Le et al., 2004; Charo e Ransohoff, 2006.

Os nomes foram mantidos em inglés em virtude da nomenclatura oficial.
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Nas quimiocinas CXC as cisteinas sdo separadas por um aminoacido (X).
Podem também ser classificadas como ELR" e ELR’, em funcdo da sequéncia
especifica ELR (glutamato-leucina-arginina), que pode estar presente imediatamente
antes da primeira cisteina. A presenca dessa sequéncia de aminoacidos influencia
as fungbes angiogénica (CXC ELR") e angiostatica (CXC ELR") das quimiocinas do
grupo (Strieter et al., 2006). De forma geral, as quimiocinas CXC induzem a
migracdo de neutrofilos e linfécitos (Baggiolini et al., 1997; Le et al., 2004). O
protétipo desse grupo é a interleucina 8 (IL-8/CXCL8), uma quimiocina ELR", que
possui a funcéo de atrair leucocitos polimorfonucleares para os sitios de inflamacéo
aguda. Além disso, ativam mondcitos e podem direcionar estas células para lesbes
vasculares, levando a proliferacdo de células endoteliais (Van Damme et al., 2004;
White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). Nos ratos e camundongos, uma das
qguimiocinas CXC pro-inflamatérias, funcionalmente equivalente a IL-8 humana, € a
CINC (cytokine-induced neutrophil chemoattractant), com caracteristicas similares de
guimiotaxia para neutroéfilos e unido e ativacdo ao receptor CXCR2 (Podolin et al.,
2002; Vanderbilt et al., 2003).

Outros exemplos desse grupo sdo CXCL1/GRO-o. e CXCL2/GRO-B. Essa
classe de quimiocinas se une aos receptores CXC, dos quais sete ja foram
identificados e denominados CXCR1 a CXCR7. S&o expressos em diferentes
células, apresentando seletividade para determinadas quimiocinas. Os receptores
CXCR1 e CXCR2, ambos expressos na superficie de neutrofilos, apresentam alta
homologia. Esses receptores interagem com a IL-8/CXCL8 e com outras quimiocinas
ELR". O receptor CXCR2 se liga também a CXCL1/GRO-a, CXCL2/GRO-
B, CXCL3/GRO-y, CXCL5/ENA-78 e CXCL6 (Bone-Larson et al., 2000; White et al.,
2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 2).



QUADRO 2. Familia das quimiocinas CXC e seus receptores.
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NOME ATUAL ABREVIATURA E NOMENCLATURA ANTERIOR RECEPTOR CELULAS ALVO

CXCL1 GRO-1t Growth-related oncogene o CXCR2, CXCR1 N, CE

CXCL2 GRO-B Growth-related oncogene f3 CXCR2 N, CE

CXCL3 GRO-y Growth-related oncogene y CXCR2 N

CXCL4 PF-4 Platelet factor-4 Desconhecido F, CE

CXCL5 ENA-78 Epithelial cell-neuthrophil-activating factor 78  CXCR1,CXCR2 N

CXCL6 CGP-2 Granulocyte chemoattractant protein-2 CXCR1,CXCR2 N

CXCL7 NAP-2 Neutrophil-activating protein-2 CXCR1,CXCR2 F

CXCL8 IL-8/CINC-1 Interleukin-8/Cytokine-induced neutrophil CXCR1,CXCR2 N,CE, T, B
chemoattractant

CXCL9 Mig Monokine induced by v -interferon CXCR3 TP

CXcL1o0 IP-10 vy -interferon —inducible protein 10 CXCR3 T

CXCL11 ITAC Interferon-inducible T-cell o - CXCR3 T
chemoattractant

CXCL12 SDF-1 Stromal cell-derived factor-1 CXCR4 MO, B, H, P, Nh

CXCL13 BCA B-cell-activantig chemokine 1 CXCR5 B

CXCL14 BRAK Breast and kidney chemokine Desconhecido N, NK

CXCL15 Desconhecido Desconhecido N

CXCL16 SR-PSOX Scavenger receptor that binds CXCR6 D
phosphatidylserine and oxidized lipoprotein

MO=Mondcitos, MA=macréfagos T=células T, B=células B, Ba=basdfilo, NK=Células NK, P=progenitoras,

H=hematopoiéticas, E=eosinotfilos, D=dendriticas, N=neutréfilos, CE =células endoteliais, F=fibroblastos,

nH=n&o hematopoiéticas.

Adaptadas de Rosenkilde e Schwartz, 2004; Le et al., 2004; Charo e Ransohoff, 2006.

Os nomes foram mantidos em inglés em virtude da nomenclatura oficial.

Nas quimiocinas CX3C existem trés aminoacidos entre as duas cisteinas; o
dominio dessas quimiocinas é unido a uma haste mucin-like e a uma regido
transmembréanica e citoplasmaética, o que permite a retencdo de células sob fluxo
fisioldgico. O Unico membro bem caracterizado desta familia € a CX3CL1, também
chamado de fractalina. Pode ser tanto secretada quanto expressa na membrana
plasmatica, servindo como quimioatraente e mediando a adeséao celular. Pode sofrer
acdo da enzima TNFo—convertase, que a torna soltuvel. O Unico receptor CX3C € o
CX3CR1, que se une a fractalina (CX3CL1), cuja expressdo estd associada a
guimiotaxia e a adesao celular na propria célula em que é produzida (Le et al., 2004;
White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 3).

As quimiocinas XC possuem uma Unica cisteina residual, XCL, sendo as
linfotactinas (1 e 2) os Unicos representantes bem caracterizados da familia. Esta

guimiocina tem a funcao de atrair células T precursoras para o timo. O receptor de
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guimiocina C é o XCR1, para as linfotactinas 1 e 2 (XCL1 e XCL2) (White et al.,
2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 3).

QUADRO 3. Familia das quimiocinas XC e CX3C e seus receptores.

NOME ATUAL NOME ANTERIOR RECEPTOR CELULAS ALVO
XCL1 Lymphotactin-o XCR1 B, T, NK, N

XCL2 Lymphotactin-p3 XCR1 B, T, NK, N
CX3CL1 Fractalkine CX3CLR 1 Células T efetoras

T=células T, B=células B, Ba=baséfilo, NK=Células NK, N=neutrdfilos.

Adaptadas de Rosenkilde e Schwartz, 2004; Le et al., 2004; Charo e Ransohoff, 2006.
Os nomes foram mantidos em inglés em virtude da nomenclatura oficial.

Um unico receptor pode ser ativado por diferentes quimiocinas dentro de
uma mesma subfamilia, o que reflete uma superposicdo de seletividade. H4 uma
redundancia nas ligacbes quimiocina-receptor, uma vez que um receptor pode
reconhecer mais do que uma quimiocina. Ainda, alguns receptores podem se ligar
tanto quimiocinas CXC como CC, de modo semelhante (FIGURA 3). O padréo da
expressao celular dos receptores determina quais os tipos de células respondem a
determinadas quimiocinas. Os receptores de quimiocinas podem ser regulados
negativamente (dessensibilizacdo) pela exposi¢cdo continua a quimiocinas, sendo
este o mecanismo provavel de finalizacdo das respostas iniciadas por esses fatores
quimiotéticos (Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004; Slettenaar e Wilson, 2006).
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FIGURA 3. Ligac¢des quimiocina-receptor. Slettenaar e Wilson, 2006.

A identificagdo das quimiocinas ocorreu em fungdo das suas atividades
guimioatraentes sobre leucdcitos. Entretanto, ja sdo conhecidas outras importantes
funcdes para estas moléculas sobre o sistema imune e outros sistemas. Como
diferentes quimiocinas atuam sobre tipos celulares distintos, ha um controle da
natureza do infiltrado inflamatério: assim a CXCL8 recruta neutréfilos, enquanto a
CC eotaxina atrai eosinofilos. Além disso, as quimiocinas regulam o transito dos
linfécitos e outros leucécitos em o6rgados linfoides periféricos. Por exemplo, foi
identificada a quimiocina que dirige a entrada dos linfécitos B no foliculo linféide. A
delecdo do gene que codifica o receptor para essa quimiocina, o0 CXCRb5, resulta na
auséncia de linfocitos B nos 6rgaos linféides. Esses papéis das quimiocinas indicam
a possibilidade de outras funcbes em condicBes fisiopatoldégicas, como o
desenvolvimento de 6rgaos, angiogénese/angiostase, tumorigénese e metastase (Le
et al.,, 2004). De forma interessante, a expressao de algumas quimiocinas, como a
CXCL8/IL-8 e CXCL3/GRO-y foi identificada na mucosa bucal em condi¢des
fisiolégicas (Zehnder et al.,1999).

O papel das quimiocinas ja foi descrito em doencas auto-imunes (artrite

reumatoide, lUpus eritematoso sistémico); rejeicdo de transplantes (rim, coracao);
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infeccOes (agudas e cronicas, tanto bacterianas como virais); inflamacéo e alergias
(asma, artrite, psoriase), neoplasias (pancreas, esb6fago, prostata, melanoma,
figado, pulm&o) e doencas vasculares (aterosclerose, hipertenséo) (Gerard e Rollins,
2001; Moser e Williman, 2004; Aggarwal et al., 2006; Richmond et al., 2009). Neste
contexto, tem sido sugerido que agentes capazes de bloquear os receptores de
qguimiocinas (antagonistas) poderiam constituir uma nova classe de medicamentos,
reduzindo as respostas inflamatorias e algicas em diferentes situacfes clinicas
(Baggiolini, 2001; Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004; White et al., 2005),
inclusive no tratamento isolado ou combinado das neoplasias de cabeca e pescogo
(Wang et al., 2009 b).

3 Inflamacé&o, Cancer e Quimiocinas

A relagdo entre inflamacéo e cancer ja havia sido descrita no final do Século
XIX, por Virchow, cuja hipotese era de que o cancer se originava em locais de
inflamac&o cronica, onde a associacao de fatores irritantes e do dano tecidual com a
propria inflamagdo determinaria um aumento da proliferacdo celular (Balkwill e
Mantovani, 2001; Coussens e Werb, 2002; Rosenkilde e Schwartz, 2004).
Estimativas recentes sugerem que 15 a 20 % das mortes por cancer estao
associadas com a existéncia prévia de reacdes inflamatdrias e/ou infecciosas
(Mantovani e Pierotti, 2008).

Diversos estudos vém ampliando o conceito de que a inflamacdo é um
componente critico de progressao do tumor. Atencdo maior tem sido dada ao
microambiente tumoral, onde as células inflamatorias parecem exercer um papel
fundamental no processo de proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo da neoplasia
(Desbaillets et al.,1997; Coussens e Werb, 2002; Mantovani e Pierotti, 2008). Além
disso, tanto as células tumorais como seu estroma e infiltrado celular, podem
expressar moléculas sinalizadoras para invaséo, migragao e metastase, incluindo as
guimiocinas e seus receptores (Coussens e Werb, 2002; Balkwill, 2003; Rosenkilde
e Schwartz, 2004; Wang et al., 2009 a).

Sob certas condicdes ambientais, a inflamacdo representa os primeiros
esfor¢os do individuo para combater a instalacdo do tumor (Ben-Baruch, 2006). Nos
casos de tumores imunogénicos ou quando ha uma sinalizacdo imune adicional ou,

ainda, alguma agressao sobreposta ao tumor, como nos casos de infeccdo e
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necrose a migracao de leucocitos pode ser considerada benéfica. Aléem disso,
muitos dos tratamentos do cancer, como quimioterapia, radioterapia e imunoterapia,
induzem necrose e sinais inflamatérios. Ou seja, diversas situagdes ocorrem no
ambiente do tumor levando a acdo das quimiocinas, com o recrutamento de células
gue podem ser prejudiciais para o tumor e benéficas para o hospedeiro. Ademais,
gquando nenhuma sinalizacdo acontece, leucécitos sdo recrutados para o tumor,
talvez com a funcdo de elimina-lo pela acdo do sistema imune. Por outro lado, em
tumores invasivos, 0 que se observa séo niveis mais altos de quimiocinas, sugerindo
que as células tumorais produzem quimiocinas ou sao responsivas a algum tipo de
quimiocina (Opdenakker e Van Damme, 2004). De fato, foi observado que as
guimiocinas e seus receptores sdo produzidos por células de diferentes linhagens
tumorais (Kershaw et al., 2002; Kakinuma e Hwang, 2006).

Assim, um novo paradigma vem sendo amplamente aceito: a inflamagé&o
cronica regulada por quimiocinas no local do tumor pode facilitar sua progressao, ao
invés de promover imunidade antitumoral. Tanto células tumorais como células do
estroma sdo capazes de produzir quimiocinas e citocinas, que agem direta ou
indiretamente ativando o endotélio vascular e recrutando leucécitos para o tumor.
Depois da ativacdo, os leucécitos liberam fatores angiogénicos, mitogénicos,
enzimas proteoliticas e fatores quimiotaticos, recrutando mais células inflamatorias e
estimulando a angiogénese, sustentando, dessa forma, o crescimento de tumor e
facilitando a metastase (Yan et al., 2006).

A IL-8/CXCL8 é uma das quimiocinas CXC pré-inflamatérias que ativam
multiplas vias quando acoplada ao receptor CXCR2, regulando de maneira
importante 0 microambiente tumoral (Waugh e Wilson, 2008) (FIGURA 4). Sua
expressao foi identificada em varias linhagens de carcinoma de células escamosas,
indicando sua associacdo com a patogénese tumoral (Christofakis et al., 2008).
Estudos vém demonstrando uma forte ligagdo entre inflamagéo crbnica e cancer
oral. Diferentes marcadores, como o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), estao envolvidos nesse processo e se encontram diretamente relacionados
com a graduacao e estagio do tumor. Em funcéo disso, muitos deles (como o VEGF
e Caspase-3) podem servir como biomarcadores para monitoramento do
desenvolvimento e progresséo da doenca (Tse et al., 2007; Christofakis et al., 2008;
Margaritescu et al., 2009; Sappayatosok et al., 2009; Zhang et al., 2009).
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FIGURA 4. Vias de atuagcdo da IL-8/CXCL8 no microambiente tumoral.
Adaptado de Waugh e Wilson, 2008.

As quimiocinas podem apresentar multiplos papéis no crescimento do tumor,
invasdo e metastase através da inducédo da transformacao celular, angiogénese e
secrecdo de proteases. Entretanto, os mecanismos pelos quais 0s receptores de
guimiocinas estdo implicados na transformacdo maligna ainda sao pouco
conhecidos (Arya et al., 2003; Balkwill, 2003; Le et al., 2002; Strieter et al., 2004;
Slettenaar e Wilson, 2006). A quebra desse ciclo poderia determinar regimes

terapéuticos eficazes no tratamento das neoplasias (Yan et al., 2006).

4 Receptores CXCR e Cancer
Evidéncias recentes tém indicado que as quimiocinas CXC apresentam um

papel crucial nos processos de crescimento das neoplasias e angiogénese e,
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portanto, na oncogénese. Sao capazes de influenciar a oncogénese por meio de trés
mecanismos: controlando a infiltracdo de leucécitos, atuando como fatores de
crescimento e influenciando a migracao celular e metastase (Rosenkilde e Schwartz,
2004; Vandercappellen et al., 2008; Waugh e Wilson, 2008; Wang et al., 2009 b). Os
primeiros trabalhos descrevendo a associacdo dos receptores CXCR1 e CXCR2
com neoplasias surgiram nos anos 90. Na mesma época, antagonistas seletivos dos
receptores CXCR, com baixo peso molecular, comecaram a ser desenvolvidos
(Reiland et al., 1999; Chen et al., 2004; Guha et al., 2005; Bizzarri et al., 2006).

Os receptores CXCR1 e CXCR2, especificos para quimiocinas CXC ELR",
foram identificados na superficie de diferentes tipos celulares e ja foram clonados a
partir de varias espécies, inclusive de humanos (Holmes et al., 1991; Li et al., 2001;
Catusse et al.,, 2003a). Estes dois receptores sdo estruturalmente semelhantes,
apresentando 77 % de homologia na sequéncia de aminoacidos, embora exibam
diferentes caracteristicas de unido (Rambeaud e Pighetti, 2007). Ambos se ligam de
forma semelhante a CXCL8 e CXCL6, com alta afinidade, enquanto que o CXCR2
apresenta afinidade também por outras quimiocinas CXC ELR" (Lee et al., 1992).
Embora esses dois receptores tenham sido caracterizados molecularmente, seus
papéis biolégicos ainda nao foram completamente definidos. Estudos in vitro usando
anticorpos monoclonais anti-receptor e linhagens celulares expressando CXCR1 e
CXCR2 avaliaram o papel destes receptores na quimiotaxia mediada pela CXCL8
(Chuntharapai e Kim, 1995). Evidéncias experimentais indicaram que o CXCR1
poderia ter um papel importante na quimiotaxia de polimorfonucleares que
expressassem ambos os receptores, quando mediada pela CXCL8 (Hammond et al.,
1995; Chuntharapai e Kim, 1995). Por outro lado, a proliferacdo de queratinécitos
(Devalaraja et al., 2000) e a angiogénese (Addison et al., 2000), seria mediada pela
ativacdo do CXCR2 bem como pela super-expressao das quimiocinas CXC e seus
receptores. Finalmente, alguns autores descreveram a capacidade das quimiocinas
CXC em estimular a migragdo e a invasao das células tumorais, reforcando sua
importancia na progressao e metastase das neoplasias (Reiland et al., 1999; Kim et
al., 2001; Li et al., 2001). E sabido que certos tumores exibem um padrdo de
metastase ou invasao para determinados 6rgaos, isto €, as células tumorais nao

migram aleatoriamente, mas sim, de um modo especifico, que pode ser conduzido
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pelo receptor de quimiocinas que o tumor expressa e que € expresso também pelo
orgao-alvo (Rossi e Zlotnik, 2000; Acosta e Gil, 2009).

Trabalhos realizados com células HSC4 (carcinoma oral de células
escamosas humano) revelaram uma relacdo entre a expressao dos receptores de
IL-8/CXCL8 e a capacidade migratodria e invasiva das células tumorais (Watanabe et
al., 2002). Estudos com células de melanoma demonstraram que a quimiotaxia
mediada pela IL-8/CXCL8 determina a migracdo transendotelial das células
tumorais, confirmando o papel quimiotatico para células neoplasicas dos receptores
CXC (Ramjeesingh et al., 2003). Outros trabalhos in vitro também mostraram efeitos
pré-angiogénicos para a IL-8/CXCL8 e para o receptor CXCR2 (Opdenakker e Van
Damme, 2004; Strieter et al., 2005). Essa relacdo foi comprovada com a utilizacao
de modelos experimentais de carcinoma de pulmao, empregando ratos selvagens
tratados com anticorpos neutralizadores anti-CXCR2 ou ratos CXCR2” (que
apresentam delecao génica para o receptor CXCR2), sendo observada uma reducéo
significativa do crescimento tumor e da angiogénese (Keane et al., 2004a; Keane et
al., 2004b). Em outro estudo realizado com trés linhagens derivadas de neoplasia de
pulmé&o, foi demonstrada uma alteragcdo da expressao dos receptores CXCR1 e
CXCR2, bem como da IL-8/CXCL8. Foi sugerido que a IL-8/CXCL8 poderia agir
como fator de proliferacédo celular, tanto autdcrino como paracrino, enquanto que sua
fungdo mitogénica seria mediada principalmente pelo receptor CXCR1 (Zhu et al.,
2004). Igualmente, foram demonstrados papéis relevantes para 0s receptores
CXCR1 e CXCR2 e seus ligantes em carcinoma de colon e carcinoma renal como
componentes associados a angiogénese, tumorigénese e metastase dessa
neoplasia (Mestas et al., 2005). Ambos os receptores também foram associados a
iniciacdo e a progressdo do cancer de prostata, através de seus efeitos sobre a
proliferacdo celular e sobre a angiogénese (Li et al., 2004; Murphy et al., 2005). Da
mesma forma, foi demonstrada a participagdo do microambiente tumoral na
atividade do receptor CXCR2 contribuindo para a expansdo de neoplasias
pulmonares induzidas pelo oncogene KRAS (Wislez et al., 2006).

De forma interessante, um trabalho conduzido por Wang et al. (2006)

demonstrou um aumento da expressao das quimiocinas CXCL1/GRO-a. e

CXCL2/GRO-B e dos receptores CXCR2 em tecidos de tumor de eséfago, em

comparacdo com tecidos normais adjacentes. Além disso, 0s mesmos autores,
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utilizando a linhagem de células de cancer de es6fago WHCQO1, mostraram que a
incubacéo in vitro do antagonista seletivo dos receptores CXCR2, o SB225002,
causou uma reducao de aproximadamente 40 % da proliferacdo celular. Ademais,
este mesmo antagonista, bem como o anticorpo especifico anti-GROf, foram
capazes de inibir a ativacdo de vias de sinalizagdo intracelular, envolvidas no
desenvolvimento tumoral (Wang et al., 2006).

As diversas evidéncias experimentais sugestivas do envolvimento das
guimiocinas CXC, bem como de seus receptores nos processos de oncogénese
estimularam outros estudos a fim de identificar antagonistas dos receptores de
quimiocinas como possiveis alternativas para a terapia do cancer (Hidaka et al.,
2002). Assim, estudos pré-clinicos utilizando modelos animais de tumor confirmaram
a idéia de que antagonistas dos receptores CXC poderiam representar novas
opcOes terapéuticas para alguns tipos de cancer (Balkwill, 2003). Neste contexto, é
possivel inferir que o bloqueio destas quimiocinas seria capaz de inibir a invaséo e
metastase tumorais (Opdenakker e Van Damme, 2004; Strieter et al., 2006; Yan et
al., 2006), representando assim, uma estratégia terapéutica valida para o tratamento
de diversas neoplasias (Bizzarri et al., 2006). Varios autores tém sugerido que
antagonistas destes receptores poderiam fornecer respostas clinicas bastante
satisfatorias especialmente em combinacdo com a quimioterapia antitumoral
convencional (Keane et al., 2004a; Rollins, 2006; Acosta e Gil, 2009) e também em

doengas auto-imunes e outros processos inflamatorios (Horuk, 2009).

5 Antagonista SB225002

A identificacdo estrutural das quimiocinas e dos dominios envolvidos na
ligacdo e ativacdo de seus receptores permitiu grandes avangos na compreensao
dos papéis biologicos desta familia de mediadores. Uma vez que varios estudos
sugerem o0 envolvimento das quimiocinas em diferentes doencas, anticorpos
neutralizadores, antagonistas peptidicos e nao-peptidicos e agentes
imunossupressores vém sendo investigados como novas alternativas terapéuticas,
por meio do bloqueio de um ou mais receptores de quimiocinas (Howard et al., 1999;
Baggiolini, 2001; Onuffer e Horuk, 2002).

Em meados da década de 1990, foram iniciados alguns estudos a fim de

identificar antagonistas potentes e seletivos dos receptores CXCR2, principalmente
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para o desenvolvimento de antagonistas de natureza nao-peptidica. Estes
antagonistas, diferentemente de outros estudados, tém a vantagem de néo induzir
respostas imunes neutralizadoras, além de haver uma reducdo nos problemas de
biodisponibilidade e toxicidade, podendo ser utilizados por via oral (White et al.,
1998; Howard et al., 1999; Matzer et al., 2004).

A molécula SB225002 (FIGURA 5) representa o primeiro antagonista
seletivo e ndo-peptidico dos receptores CXCR2, que foi desenvolvido em 1998 por
White et al. O desenvolvimento deste antagonista teve como base o conhecimento
de que algumas quimiocinas participavam ativamente como mediadoras de
inflamacéo, pela sua ligacdo com receptores CXCR1 e CXCR2, enquanto outras s6
se uniam aos receptores CXCR2 (seletivamente). A molécula SB225002 (N-(2-
hydroxy-4-nitrophenyl)-N*-(2-bromophenyl)urea) foi caracterizada por meio de
ensaios de unido especifica em células transfectadas com o receptor CXCR2.
Nestes experimentos, o SB225002 foi capaz de inibir a ligacdo da IL-8/CXCL8 ao
receptor CXCR2 com Clso de 22 nM, o que indica que o mesmo é bastante potente.
Em protocolos experimentais in vitro, a incubacédo do SB255002 produziu inibicdo da
quimiotaxia para neutréfilos humanos e de coelho, induzida tanto por IL-8/CXCL8
como por GRO-a/CXCL1. Os resultados obtidos in vitro, foram confirmados por
estudos in vivo, sendo que o SB225002 inibiu seletivamente a marginacdo de
neutrofilos induzida por IL-8/CXCL8 em coelhos. A utilizagdo do SB 225002 auxiliou
a definir o papel do CXCR2 em doencas inflamatérias, onde os neutrofilos parecem

exercer fun¢des fundamentais (White et al., 1998).

-+
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FIGURA 5. Estrutura quimica do SB225002 (White et al., 1998).
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Estudos adicionais foram realizados a fim de determinar o sitio especifico de
interacdo do SB225002 com o receptor CXCR2, bem como para determinar a
seletividade de ligacdo deste antagonista (Catusse et al., 2003b). Além disso, efeitos
benéficos foram observados para o SB225002 no processo de cicatrizagdo
(Rosenkilde e Schwartz, 2004). Estudos mais recentes mostraram ainda que o
SB225002 inibe, de maneira dose-dependente, a marginacado de neutrofilos causada
pela IL-8/CXCL8 em coelhos (Bizzarri et al., 2006) e que 0 seu uso Sistémico é
capaz de reduzir as respostas algicas em diferentes modelos de nocicep¢do em
camundongos (Manjavachi et al., 2009). Finalmente, como mencionado acima, o
antagonista do SB225002 diminuiu a proliferacdo de células de cancer de esbéfago
em cultura, sugerindo que o bloqueio dos receptores CXCR2 poderia representar
uma estratégia potencial para o tratamento do cancer (Wang et al., 2006; Wang et
al., 2009 b).



37

OBJETIVOS
T

OBJETIVO GERAL
O presente trabalho tem por objetivo avaliar o envolvimento dos receptores

CXCRZ2 para quimiocinas no carcinoma espinocelular da cavidade oral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar o efeito da incubacéo de diferentes concentracdes do antagonista
seletivo do receptor CXCR2, SB 225002, sobre a viabilidade de células de
carcinoma das linhagens SCC158 (carcinoma escamoso derivado do meato acustico
externo de rato Fischer 344), HN30 (carcinoma de células escamosas oral humano)
e HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados normais).

2 Avaliar o efeito da incubacdo com os agonistas do receptor CXCR2, IL-
8/CXCL8 e CINC-1, sobre a proliferacdo de células HN30 e SCC158,

respectivamente.

3 Estabelecer um modelo animal de carcinoma espinocelular de lingua
induzido pela inoculacdo células da linhagem SCC158 em ratos Fischer 344,

caracterizando-o a partir de seus aspectos clinicos e histopatolégicos.

4 Avaliar o perfil temporal da imunomarcacdo dos receptores CXCR2 no
modelo animal de carcinoma espinocelular de lingua induzido pela inoculacdo

células da linhagem SCC158 em ratos Fischer 344.

5 ldentificar a presenca de VEGF e Caspase-3, marcadores de angiogénese
e apoptose, respectivamente, relacionando-a com a marcagcdo temporal dos
receptores CXCR2.
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MATERIAL E METODOS
S

LINHAGENS CELULARES

Para a realizacdo deste trabalho foram empregadas as seguintes linhagens
celulares (FIGURA 6):

SCC158 — Carcinoma de células escamosas derivado do meato acustico
externo de ratos Fischer 344 — fornecidas pelo Japanese Cancer Research
Resources Bank (JCRB, Téquio, Japao);

HN30 - Carcinoma oral de células escamosas humano;

HaCaT - queratinécitos humanos normais.

Estas duas dultimas linhagens de células imortalizadas, pertencentes ao
laboratério de Cultivo Celular da Disciplina de Patologia Bucal da FOUSP, foram

gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Décio dos Santos Pinto Jr.

FIGURA 6. Linhagens celulares: SCC158 — carcinoma de células escamosas derivado do
meato acustico externo de ratos Fischer 344; HN30 — Carcinoma oral de células
escamosas humano; HaCaT - queratindcitos humanos.
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ESTUDOS IN VITRO

Esta série de experimentos foi realizada no Laboratério de Farmacologia
Aplicada I, sala 149, Prédio 12C, da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul (PUCRS).

1 Cultura de células

Todos os procedimentos do cultivo celular foram realizados em capela de
fluxo laminar, sendo respeitados 0s protocolos de esterilizacdo dos materiais e
suplementos utilizados.

As células foram cultivadas em frascos de 25 e 75 cm?® contendo,
respectivamente, 5 e 15 ml de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium -
GIBCO®, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF - GIBCO®, USA),
2,5 mg/ml Fungizona® e 100 U/l gentamicina e mantidas em incubadora umidificada
a 37°C e 5 % de CO; (FIGURA 9). O crescimento celular foi monitorado em
microscoépio invertido e o meio de cultura foi trocado a cada 48h. Ao ocuparem 70%
do frasco (subconfluéncia), as células foram subcultivadas pela incubagdo com
solucdo de tripsina/EDTA 0,05% (GIBCO®,USA). Fracdes dessas culturas foram
congeladas para manter os estoques das linhagens. Este mesmo protocolo foi
realizado para a execugdo dos experimentos.

Para os experimentos in vitro, as células foram contadas e transferidas para
placas de cultura com vinte e quatro ou noventa e seis pocos (Patel et al., 1998;
Yigitibasi et al., 2004; Bernardi et al., 2006; Morrone et al., 2006) (FIGURAS 7, 8 e
9).

FIGURA 7. Preparo da Camara de Neubauer (hemocitdmetro-A) e
posicionamento ao microscopio optico para a contagem das células (B).
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FIGURA 8. Placas de cultura com FIGURA 9. Frascos de 75 (A) e 25 (B) cm® e
(A) 24 e (B) 96 pocos. placas de cultura (C) mantidas em incubadora
umidificada a 37°C e 5 % de CO..

2 Protocolos de incubagdo com o SB225002

Os efeitos da incubacé&o do antagonista seletivo dos receptores CXCR2, o
SB225002, foram avaliados sobre a viabilidade das células das linhagens SCC158,
HN30 e HaCaT. O SB225002 foi sintetizado no Laboratério de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina pelos Drs. Ricardo José Nunes e Paulo
César Leal, de acordo com a metodologia descrita por White et al. (1998) e doado
para este estudo.

As células foram transferidas para placas de cultura com noventa e seis
pocos, em uma densidade de 1 x 10* células/poco e, posteriormente, incubadas com
concentragcbes de SB225002 a 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 e 3200 nM. No
grupo controle, foi utilizado o veiculo (DMSO 0,01%). Antes da adicao de qualquer
droga, as células foram lavadas uma vez com PBS e novamente mantidas em
DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF). Os experimentos foram
repetidos e sempre realizados em triplicata. As células foram mantidas em
incubadora umidificada a 37°C e 5 % de CO,, durante os tempos de 24, 48 72h.

As concentra¢des do antagonista foram selecionadas com base em estudos

anteriores (Wang et al., 2006).
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3 Protocolos de incubacdo com o IL-8 e CINC-1

Os efeitos da incubacdo dos agonistas dos receptores CXCR2, IL-
8/Interleukin-8 (Human, rDNA-derived - NIBSC - National Institute for Biological
Standards and Control, UK) e CINC-1/Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant
(Rat,R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) foram avaliados sobre viabilidade das
células das linhagens HN30 e SCC158, respectivamente.

As células foram cultivadas em placas de cultura com noventa e seis pogos,
em uma densidade de 1 x 10° células/poco e submetidas & reducdo gradativa da
concentragdo de SBF no meio, de 10 % para 0,5 % (déficit nutricional - starving).
Antes da adicdo de qualquer droga, as células foram lavadas uma vez com PBS e
novamente mantidas em DMEM suplementado com 0,5% de soro bovino fetal. As
células foram incubadas a 37° C, durante 24 h ap0s o tratamento. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Para a avaliagdo do efeito da IL-8 humana sobre a
linhagem HN30 foram usadas as concentracbes de 1, 10, 30 e 100 ng/ml. Para
avaliar os efeitos da CINC-1 sobre a linhagem SCC158, foram utilizadas as
concentragdes de 1, 10 e 100 nM (Shibata et al., 2000; Suzuki et al., 2000). Nos dois
grupos experimentais, foi empregado PBS como controle.

4 Ensaio de viabilidade celular

Apés cada protocolo de tratamento, com as diferentes concentracbes de
SB225002, IL-8 ou CINC-1, com o objetivo de verificar a viabilidade das células, foi
realizado o ensaio de MTT [brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dimetiltetrazélio]. O
principio deste método reside no fato de que o MTT € capaz de entrar na célula e
ser oxidado a MTT-formazan pelo superdxido produzido durante a atividade
mitocondrial. Desta forma, a oxidagdo do MTT em seu produto MTT-formazan
(formazan azul escuro) € proporcional a atividade mitocondrial e, por conseguinte, a
viabilidade celular. Decorridos os tempos previstos apos a adicdo do SB225002, IL-8
e CINC-1, o meio de cultura presente nos pocos foi desprezado e substituido por
100 pl de DMEM novo contendo 10% v/v de uma solugdo de MTT 5 mg/ml (PBS). A
seqguir, as células foram incubadas por 3 h em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO,. Apos este periodo, o meio foi novamente desprezado e 0os pog¢os preenchidos
com 100 pul de solugcéo de DMSO e a absorbéancia quantificada em leitor de placas de
96 pocos (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc), em 595 nm (FIGURA 10). A viabilidade
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celular foi calculada considerando-se a absorbancia do grupo-controle (DMSO 0,01
%) como 100% (Yigitibasi et al., 2004).

FIGURA 10. Aspecto da placa apés a técnica do MTT (A), imediatamente antes
da quantificagdo em leitor de placas de 96 pocos, em 595 nm (B).

ESTUDOS IN VIVO

Esta série de experimentos foi realizada no Laboratdrio de Farmacologia
Aplicada I, sala 148C e os animais mantidos na Sala 108, localizada no Bloco E,
Prédio 12, da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

As células da linhagem SCC158 foram cultivadas e mantidas conforme os

protocolos descritos anteriormente nos estudos in vitro.

1 Animais

No presente estudo, foram utilizados ratos Fischer 344, fémeos e machos,
imunocompetentes, pesando 180 — 250 g (N= 3 por grupo) provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Campinas — CEMIB/UNICAMP). Os animais
foram mantidos em estantes ventiladas, equipadas com filtros de entrada e saida de
ar (Alesco, Monte Mor-SP- Brasil), com temperatura controlada (22 + 1° C) e ciclo
claro-escuro de 12 h (luzes acesas as 7h luzes apagadas as 19h). Dentro das
estantes, os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas para roedores,
preenchidas com maravalha de pinus (troca trés vezes por semana), em numero
maximo de 5 animais por gaiola. Os animais receberam racao peletizada (Nuvilab,
Nuvital Nutrientes S/A, Colombo-PR-Brasil) e agua filtrada (filtro Jojaco, Capivari de

Baixo-SC-Brasil) ad libitum. Nenhum procedimento experimental foi realizado no
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espaco destinado a manutencéo dos animais, a fim de evitar a producéo de qualquer
tipo de estresse comportamental. Durante os procedimentos experimentais, a
temperatura do laboratério foi mantida em 22 + 1° C. Foi utilizado um tempo minimo
de adaptacdo ao novo ambiente de pelo menos 1 h, no qual os animais continuaram
com livre acesso a agua e a racdo. Todos os experimentos foram realizados entre 8
e 18 h.

Os procedimentos experimentais seguiram as recomendacfes para o
cuidado com animais de laboratorio e normas éticas para a experimentacdo em
animais conscientes, do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do
National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América, que sao
adotadas pelo Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos o0s
procedimentos foram submetidos & apreciacdo da Comisséo Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia (Protocolo 0007/07) e do Comité de Etica em Pesquisa
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (protocolo 07/03752).

Para a realizacdo dos procedimentos, os animais foram anestesiados pela
administracao intraperitoneal da associacéo de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (100
mg/kg peso). A eutanasia foi realizada por inalagéo de isofluorano, nos intervalos de
tempo apropriados. Depois da eutanasia, os animais foram considerados como lixo

biologico e recolhidos semanalmente pelo setor de descarte da PUCRS.

2 Caracterizacdo do modelo experimental de carcinoma espinocelular em
lingua de rato

O protocolo de inducéo tumoral foi adaptado a partir da metodologia descrita
originalmente por Hasegawa et al. (1998) e Nagamine et al. (2006).

Ap6s o cultivo, as células da linhagem SCC158, foram contadas,
centrifugadas e ressuspensas na densidade de 5 x 10° células/0,05 mL de PBS.
Cada rato recebeu uma inje¢do submucosa, diretamente na regido lateral esquerda
da lingua, utilizando uma seringa de insulina de 0,5 ml (B&D, USA) (FIGURA 11).
Foram determinados os tempos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias para a observacédo do
desenvolvimento do tumor. Os tempos de eutanasia foram definidos com base na
progressao tumoral e em estudos da literatura (Myers et al., 2002; Nagamine et al.,
2006).
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FIGURA 11. Sequéncia do protocolo de injecdo de 5x10° células da linhagem
SCC158 na borda da lingua, lado esquerdo, do rato Fischer 344.

3 Analise histopatoldgica

O preparo das laminas para a andlise histopatoldgica foi realizado no
Laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS. A identificacdo
das mesmas seguiu a numeracao conforme o livro de registros do laboratério.

Os espécimes foram coletados imediatamente apds a eutanasia, fixados em
formalina 10% e posteriormente parafinados. A peca foi seccionada
transversalmente, obtendo-se um plano de corte na area de maior diametro da leséo
(FIGURA 12). Foram obtidos cortes com espessura de 5 ym e corados pela técnica
de hematoxilina e eosina (HE) .

FIGURA 12. Preparo da peca para a histotécnica: (A) aspecto
macroscopico, (B) plano de corte (C) posicéo de inclusao.

A avaliacéo histopatoldgica foi feita por um dos autores sob supervisdo de
patologista considerado Gold Standard, referéncia em caso de duvida no
diagnéstico. Foi considerada a presenca ou auséncia de neoplasia e, ainda, 0s
critérios de malignidade propostos por Anneroth et al. (1986) e adaptados ao modelo
desenvolvido (QUADRO 4), com a possibilidade de descrever qualitativamente a
neoplasia nos diferentes tempos do estudo. Para a obtengcao das fotomicrografias foi

utilizado microscépio 6ptico (Eclipse 50i, Nikon Inc., NY, USA) e camera digital (DS-
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5M-L1; Nikon, NY, USA), acoplados. Ademais, foi avaliado o tamanho do tumor, no
que se refere a sua maior extensdo no corte transversal, em relacdo a lingua. As
imagens, nesse caso, foram obtidas através de lupa esteroscoOpica (Lupa Zeiss
Stemi DV4, Germany) e camera digital (G9, Canon Inc., NY, USA) acoplados
(FIGURA 13).

As imagens digitais, em ambos os casos, foram transferidas para um
computador e a analise quantitativa do tamanho da lesao foi realizada através do
programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, Maryland, USA).

QUADRO 4. Critérios de malignidade do carcinoma espinocelular adaptado de
Anneroth et al., 1986 ao modelo experimental desenvolvido.

CRITERIO PARAMETRO MORFOLOGICO

Diferenciacao/Ceratinizacdo
Populagéo Celular Pleomorfismo celular/nuclear
Mitoses

Modo de invasao//limites

Relagc&o Tumor-Hospedeiro Estagio da Invasédo

Resposta inflamatoria

FIGURA 13. Exemplo de corte histolégico da lingua, coloracéo HE, apresentando
tumor com sete dias desenvolvimento, indicando as regides da analise
microscopica descritiva (1) e também os pontos usados como referéncia nas
tomadas de medida da lingua (A) e do tumor (B).
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4 Andlise imunoistoquimica

Para as andlises imunoistoquimica foi utilizada a metodologia descrita
previamente por Medeiros et al. (2007). Para identificar o receptor CXCR2, a
imunodeteccao foi realizada utilizando o anticorpo gerado em camundongo, anti-
CXCR2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Foram ainda
avaliadas as expressodes da caspase-3 (anticorpo gerado em coelho, anti-caspase-3;
Cellsignal, Boston, MA, EUA) e VEGF (anticorpo gerado em camundongo, anti-
VEGF, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA), marcadores de
apoptose e angiogénese, respectivamente.

Cortes teciduais com espessura de 3 pum foram montados sobre laminas
silanizadas sendo mantidas em estufa (50 °C) durante 1 h para fixacdo dos cortes.
Apos a fixacdo, os cortes foram desparafinizados em xilol e re-hidratados por
passagens sucessivas em etanol, em concentragdes decrescentes (etanol absoluto,
etanol 90 %, 80 % e 70 %). Com o0 objetivo de eliminar reacdes inespecificas falso-
positivas, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena. Para tanto, as laminas
foram imersas em solucéo de peréxido de hidrogénio 1,5 % e metanol absoluto (v/v),
por 20 min, com posterior lavagem com agua destilada. Previamente a incubacéo
com o anticorpo primario, as laminas foram submetidas ao tratamento para
reativacdo antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios antigénicos
mascarados pela fixacéo e inclusdo do tecido em formol e parafina. Para este fim, foi
utilizada uma solugédo composta por 180 ml de acido citrico 0,1 M e 820 ml de citrato
de sédio 0,1 M (pH 6,0). As laminas foram imersas nesta solucdo de reativacao
antigénica diluida 1:10 em agua destilada e mantidas em banho-maria ajustado para
95 — 98 °C, durante 45 min. Logo apos, ainda como parte do processo térmico de
reativagdo antigénica, as laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante
20 min em temperatura ambiente e lavadas em agua destilada. Apds a lavagem das
laminas, as mesmas foram submersas em PBS.

A imunodeteccéo foi realizada utilizando os anticorpos anti-CXCR2 (diluicdo
1:50), anti-caspase-3 (diluicdo 1:50) e anti-VEGF (diluicdo 1:200). A solucao
contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas foram
mantidas em camara umida (2 — 8 °C), durante 12 — 16 h. A seguir, as laminas foram
lavadas com tampdo PBS em temperatura ambiente. Apos lavagem, as laminas
foram incubadas com anticorpo secundario (Streptavidina-Biotina-Peroxidase - Dako
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Cytomation, Glostrup, Dinamarca) em camara umida, durante 1 h, em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens com PBS por 5 min, em
temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a uma revelagéo colorimétrica
com solucdo cromégena composta por 60 mg de DAB (Biocare Medical, Concord,
CA, EUA) dissolvido em 2 mL de DMSO e diluido em 100 mL de peroxido de
hidrogénio por 5 minutos. Apds a revelacdo, foi realizada a contra-coloracdo das
laminas com solucdo de hematoxilina de Harris, desidratacao através de passagem
das laminas em concentracfes crescentes de etanol (etanol 70 %, 80 %, 90 % e
etanol absoluto), diafanizagdo em xilol e montagem em Entellan (Merck, SP, Brasil).

Os resultados foram obtidos por meio de microscopio Optico (Nikon Eclipse
50i) e camera digital (DS-5M-L1; Nikon, NY, USA), acoplados. As imagens digitais
foram transferidas para um computador e a intensidade de marcacdo foi
determinada através do programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health,
Maryland, EUA).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sé@o apresentados como a meédia + erro padréo da média. As
porcentagens de inibicdo sdo apresentadas como a média + erro padrdo da média
das inibicGes obtidas para cada experimento individual.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de p menores que
0,05 (*p<0,05) foram considerados como indicativos de significAncia. Os gréficos
foram confeccionados utilizando o software GraphPad Prism® 4.02 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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RESULTADOS
T

ESTUDOS IN VITRO

O resultado da avaliagéo do efeito da incubacéo de diferentes concentracdes
do antagonista seletivo do receptor CXCR2, SB 225002, sobre a viabilidade de
células das linhagens SCC158, HN30 e HaCaT esta apresentado sob a forma de
graficos.

Observa-se que a incubacdo com o antagonista seletivo SB225002, nas
concentracfes de 25, 50, 100, 200, 400 e 800 nM, para o receptor CXCR2, nos
tempos de 24 h, 48 h e 72 h reduz de maneira concentracdo e tempo-dependente a
viabilidade das células da linhagem SCC158 de rato, como demonstrado pelo ensaio
de MTT. A inibicdo méxima foi observada na concentracdo de 400 nM, em todos os
tempos avaliados (FIGURA 14 e TABELA 1).

Para confirmar os resultados obtidos com células de rato, foram testados os
efeitos do SB225002 nas concentragdes de 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 e 3200
nM sobre a viabilidade da linhagem HN30 de carcinoma humano. Os dados obtidos
demonstram uma inibicdo que foi proporcional ao tempo de incubacdo e a
concentragéo utilizada, sendo maxima na concentracéo de 800 nM, no tempo de 72
h (FIGURA 15 e TABELA 1).

A fim de avaliar a seletividade do SB225002 sobre células tumorais, o
mesmo protocolo de tratamento in vitro com este antagonista foi avaliado sobre uma
linhagem de queratindcitos humanos normais, HaCaT. Os resultados do ensaio de
MTT demonstram que, embora tenha sido observada uma discreta redugédo da
viabilidade celular em algumas concentracdes e tempos testados, estes efeitos nédo

foram estatisticamente significativos (FIGURA 16).
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FIGURA 14. Efeito da incubacao in vitro com o antagonista seletivo SB225002 para
0 receptor CXCR2 sobre a viabilidade da linhagem celular SCC158, oriunda de
carcinoma de células escamosas de rato Fischer 344, nos tempos de 24 h, 48 h e
72 h. Como grupo controle foi utilizado DMSO 0,01% [0]. Cada coluna representa a
média de trés experimentos, realizados em triplicata. As linhas indicam o erro
padrao da média. *p<0,05 e ** p<0,01.
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FIGURA 15. Efeito da incubag&o in vitro com o antagonista seletivo SB225002
para o receptor CXCR2 sobre a viabilidade da linhagem celular HN30, oriunda de
carcinoma de células escamosas humano, nos tempos de 24h, 48h e 72h. Como
grupo controle foi utilizado DMSO 0,01% [0]. Cada coluna representa a média de
trés experimentos, realizados em triplicata. As linhas indicam o erro padrdo da
média. *p<0,05 e ** p<0,01.
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FIGURA 16. Efeito da incubacao in vitro com o antagonista seletivo SB225002 para o
receptor CXCR2 sobre a viabilidade da linhagem celular HaCaT, queratindcitos humanos
imortalizados, nos tempos de 24h, 48h e 72h. Como grupo controle foi utilizado DMSO
0,01% [0]. Cada coluna representa a média de trés experimentos, realizados em
triplicata. As linhas indicam o erro padrao da média. *p<0,05 e ** p<0,01.
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TABELA 1. Percentagens de inibicdo para o SB225002 sobre a viabilidade celular, através do
ensaio de MTT, nas linhagens SCC158 e HN30, de carcinoma de células escamosas de rato e

humanos, respectivamente.

% Inibicdo (média = e.p.m.)

SB225002 [nM] Linhagem SCC158 Linhagem HN30
24h 48 h 72h 24h 48 h 72h
0 - - - - - -
25 1343”7 187" 2017 NS NS 1148"
50 1144 23+7" 31+10° NS NS 1745
100 1645 2547 268" NS 943" 1848
200 2048 28+6 2846 NS 1145 2448
400 2617 35415 2416~ NS 15+7° 2416
800 22457 23+8" 29+9° 1546 3244”7 4346
1600 - - - 12427 3746 4149
3200 - - . 843" 3549 53+9"
*p < 0,05
**p < 0,01

NS: N3o significativo

Para confirmar a presenga do receptor CXCR2 nas células de carcinoma
oral, oriundas tanto de humanos como de ratos, foi avaliado o efeito da incubacéao
com os agonistas seletivos, IL-8 e CINC-1, sobre a proliferacdo de células HN30 e
SCC158, respectivamente.

Os resultados, na FIGURA 17, demonstram um aumento concentracao-
dependente da proliferacdo celular quando as células HN30 foram incubadas com
IL-8 nas concentrac¢des de 1, 10, 30, 100 ng/ml. Dessa forma, ficou caracterizada a
presenca do receptor CXCR2 e, principalmente, a sua participacdo no aumento da
populacao celular. O maior aumento foi observado na concentracdo de 30 ng/ml, de
aproximadamente 60 vezes, quando comparado ao controle.

O mesmo comportamento foi observado apos a incubacdo das células
SCC158 com o agonista CINC-1, nas concentracdes de 1, 10, 100 nM. O aumento
méaximo (cerca de 20 vezes) foi observado com a concentracdo de 10 nM (FIGURA

18).
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FIGURA 17. Efeito da incubacéo in vitro com o agonista CINC-1 para o receptor CXCR2
sobre a proliferacdo da linhagem celular SCC158, oriunda de carcinoma de células
escamosas de rato, em 24h. C = controle PBS. Cada coluna representa a média de um
experimento realizado em triplicata.
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FIGURA 18. Efeito da incubagéo in vitro com o agonista IL-8 para o receptor CXCR2 sobre
a proliferacdo da linhagem celular HN30, oriunda de carcinoma de células escamosas
humano, em 24h. C = controle PBS. Cada coluna representa a média de dois
experimentos realizados em triplicata.
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ESTUDOS IN VIVO

Nesta série de experimentos foi realizada a caracterizagdo de um modelo de
carcinoma espinocelular de lingua induzido pela inoculacéo de células da linhagem
SCC158 em ratos Fischer 344. A FIGURA 19 mostra o aspecto clinico e a evolugédo
da lesdo nos diferentes tempos do experimento, a partir da imagem da lingua de um
dos ratos sem tumor. De maneira interessante, a leséo teve inicio como um aumento
de volume localizado (7, 14 e 21 dias), com o desenvolvimento gradativo de
caracteristicas clinicas que lembram as caracteristicas tipicas das lesfes de
carcinoma espinocelular em humanos: Ulcera de bordos elevados e endurecidos,
com necrose na porcdo central (28 e 40 dias). A andlise clinica também revelou a
presenca de aumento da vascularizacdo na periferia do tumor, no tempo de 40 dias
(FIGURA 20).

A observacéo clinica identificou um aumento de volume correspondente a
cerca de duas a trés vezes o volume normal da lingua em alguns animais, gerando
desconforto e limitando a alimentagc&o, no tempo de 40 dias. Em funcdo disso, este
foi o tempo maximo de observacdo, quando os animais foram entdo submetidos a

eutanasia conforme o protocolo.



55

LINGUA SEM TUMOR

21 DIAS

28 DIAS 40 DIAS
FIGURA 19. Evolugéo clinica do modelo experimental de carcinoma de células escamosas em Iin%ua de ratos
Fischer 344, apés 7, 14, 21, 28, 40 dias da inducao do tumor (=) pela injegdo submucosa de 5x10° células por
sitio, em 50 pL de PBS, na regido lateral esquerda da lingua.
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FIGURA 20. Aumento da vascularizacdo (=) nha
periferia do tumor em lingua de ratos Fischer 344, 40
dias ap6s a indugdo do tumor na regido lateral
esquerda da lingua.

No que diz respeito ao aspecto microscopico, observa-se o desenvolvimento
do tumor de modo localizado e gradativo. A medida que aumenta o tempo
experimental, nota-se a presenca de areas de degeneracdo (D), necrose (N) e
ulceracéo superficial (U) (FIGURA 21). O grafico apresenta, em valores percentuais,
a extensdo do tumor em relacdo ao tamanho da lingua, no corte transversal, nos
diferentes periodos de estudo (FIGURA 22).



7 DIAS

14 DIAS 21 DIAS

28 DIAS 40 DIAS

FIGURA 21. Aspecto microscopico do modelo experimental de carcinoma oral de ceélulas
escamosas (=), conforme o periodo estudado. Areas de degeneracéo (D), necrose (N), ulceracédo
superficial (U). Fotomicrografia obtida em microscopio esteroscépico,aumento de 8X. Coloragao

HE.
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DIAS APOS A INOCULAGCAO DAS CELULAS TUMORAIS

FIGURA 22. Tamanho do tumor do modelo experimental de carcinoma de células escamosas em
lingua, em ratos F344, nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias. A medida foi obtida em sua maior
extensdo em relagdo ao tamanho da lingua, no corte transversal. Cada coluna representa a media
de trés medidas em cada tempo de experimento. Os resultados sdo expressos em percentagem.

Na observacdo ao microscopio Optico, dos cortes histolégicos corados por
hematoxilina e eosina (HE) nos aumentos de 40, 100 e 400X, podem ser
identificados os critérios de malignidade, adaptados para este estudo, no que se

refere a relacdo tumor-hospedeiro e a populacdo celular (FIGURAS 23A a 23F).
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FIGURAS 23A a 23F. Fotomicrografias apresentando as caracteristicas de malignidade,
segundo os critérios adaptados para este estudo, nas lesdes desenvolvidas pelos ratos Fischer
344 ap6s a indugao tumoral.

23A) Aspecto geral da relagdo tumor-hospedeiro, mostrando o tumor com 7 dias de evolucao (1). 40X HE.

23C) Areas de necrose intra-tumoral (=). 100X HE.



23F) Mitoses atipicas, pleomorfismo celular e perda de adesividade (=). 400X HE.
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Nos resultados a seguir, foram apresentados em graficos os dados de
imunomarcacdo a partir do tempo de sete dias apOs a inoculagcdo das células
neoplasicas, correspondente ao periodo onde j4 havia evidéncia clinica da
ocorréncia de tumor em todos os grupos avaliados.

Através da técnica de imunoistoquimica, foi avaliado o perfil temporal da
imunomarcacdo dos receptores CXCR2 no modelo animal de carcinoma
espinocelular de lingua, induzido pela inoculacdo de células da linhagem SCC158
em ratos Fischer 344. A quantificacdo da imunomarcacao foi realizada através do
programa NIH Image J e demonstra um aumento tempo-dependente da
imunorreatividade para os receptores CXCR2, que se apresentou aumentado em
aproximadamente trés vezes, entre 14 e 40 dias (FIGURA 24).

A FIGURA 25 mostra que a imunomarcacdo do receptor CXCR2 no tecido
normal (sem tumor), ocorre no interior dos vasos sanguineos (A) e que as células
epiteliais normais ndo apresentam marcacao (B). Apés a inducao do tumor, observa-
se imunomarcacao positiva (=) em todos 0s tempos experimentais, sendo que houve
aumento em todos o0s tempos quando comparados a primeira semana de

desenvolvimento do tumor (7 dias).

A -
ya
S
s 6 T
2 5
g s
a5 E T
52% 4
X323
Ua}%
x<(-§3
)
o Ao T
<
=
1-
0 T T T
7 14 21 28 40

DIAS APOS A INOCULACAO DAS CELULAS TUMORAIS

FIGURA 24. Imunomarcacdo do receptor CXCR2 para quimiocinas no modelo
experimental de carcinoma espinocelular em lingua, em ratos F344, nos periodos de
7, 14, 21, 28 e 40 dias, a partir da técnica de imunoistoquimica. Os resultados sdo
expressos em unidades arbitrarias. Cada coluna representa a média de trés
experimentos independentes.
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40 DIAS
FIGURA 25. Imunomarcacao do receptor CXCR2 (=) para guimiocinas no modelo experimental de
carcinoma espinocelular de lingua, em ratos F344, nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias de
experimento. Nos ratos sem tumor, observa-se a imunomarcacgdo do receptor no vaso sanguineo (A)
enquanto que ndo ha marcacéo nas células epiteliais normais. Fotomicrografia obtida em microscopio
Optico; aumento de 400X. Técnica de Imunoistoquimica.
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Utilizando-se a mesma metodologia descrita anteriormente para a avaliagao
do receptor CXCR2, foram avaliadas as imunomarcacdes de VEGF e Caspase-3,
NosS mesmos grupos experimentais em que foi avaliado o receptor CXCR2.

A imunomarcacdo da Caspase-3 ativa ndo foi observada na lingua sem
tumor (FIGURAS 27 A). Nos grupos com tumor, a imunomarcacdo da enzima foi
observada em todos os tempos experimentais (FIGURA 27). A analise do gréfico
indica que houve aumento de aproximadamente quatro vezes, em 28 e 40 dias, em
relacdo ao grupo de sete dias (FIGURA 26).

Em relacdo ao VEGF, foi observada imunopositividade nos animais do grupo
controle, havendo aumento expressivo deste parametro em todos 0S grupos com
tumor. Ressalta-se que no grupo controle, a marcacdo ocorre predominantemente
em vasos, sem marcacao aparente das células epiteliais. Por outro lado, nos grupos
teste (com tumor), observa-se imunodetec¢cdo marcante de VEGF nas células
epiteliais neoplasicas (FIGURAS 28 e 29).
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FIGURA 26. Imunomarcacéo da caspase-3 no modelo experimental de carcinoma
espinocelular em lingua, em ratos F344, nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias, a
partir da técnica de imunoistoquimica. Os resultados sdo expressos em unidades
arbitrarias. Cada coluna representa a média de trés experimentos independentes.
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14 DIAS 21 DIAS

40 DIAS
FIGURA 27. Imunomarcacao da caspase-3 (=), marcador de apoptose celular, no modelo experimental
de carcinoma espinocelular de lingua, em ratos F344, nos tempos de 7, 14, 21, 28, 40 dias de
experimento. Nao houve marcacdo no rato sem tumor (A). Fotomicrografia obtida em microscopio
Optico; aumento de 400X. Técnica de Imunoistoquimica.
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FIGURA 28. Imunomarcagdo do VEGF no modelo experimental de carcinoma espinocelular
de lingua, em ratos F344, nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias, a partir da técnica de
imunoistoquimica. Os resultados sdo expressos em unidades arbitrarias. Cada coluna
representa a média de trés experimentos independentes.
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FIGURA 29. Imunomarcacdo do VEGF (=), marcador de angiogénese, no modelo
experimental de carcinoma espinocelular em lingua, em ratos F344, nos periodos de 7, 14, 21,
28 e 40 dias de experimento. No rato sem tumor houve marcagdo nos vasos (A) enquanto que
nos demais tempos observa-se também a presenca de VEGF nas células tumorais (=).
Fotomicrografia obtida em microscépio 6ptico; aumento de 400X. Técnica de Imunoistoquimica.
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DISCUSSAO
o TTT——-—-

O numero de novos casos de cancer oral aumenta a cada ano, chegando a
cerca de 300.000 novos casos, em todo o mundo (Goodman, 2009). Nos Estados
Unidos, sédo 35.000 casos diagnosticados e 7.500 mortes anualmente (Wang et al.,
2009). Esse aumento continuo da incidéncia de cancer em todo o mundo tem levado
as empresas farmacéuticas a aumentarem os investimentos no desenvolvimento de
novos compostos para terapias anti-cancer. Em 2008, os investimentos realizados
pelas empresas farmacéuticas foram de US$ 2,9 bilhdes, sendo estimados em cerca
de US$ 3,3 bilhdes para 2013, superando os investimentos feitos na area de
produtos para doencas cardiovasculares (Goodman, 2009). Assim, a identificacdo de
novos alvos para o tratamento de diferentes tipos de neoplasias, bem como a
definicho de mecanismos relacionados com a progressao tumoral, sdo fatores
fundamentais no campo das pesquisas oncoldgicas.

Apesar dos avancos significativos no tratamento de outras neoplasias, a
morbidade e mortalidade, associadas ao cancer oral, permanecem elevadas (Choi e
Myers, 2008; McDowell, 2008; Wang et al., 2009b). A cirurgia € o tratamento inicial
considerado definitivo para o cancer oral. A radioterapia pode ser utilizada em
conjunto, nos casos avancados. Ja a quimioterapia, considerada paliativa até os
anos 1970, tem apresentado respostas relativamente satisfatérias, com a introducéo
da cisplatina. Entretanto, ao contrario de neoplasias em outras localizacfes, a
guimioterapia para as neoplasias da cavidade oral e cabeca e pescoco, ndo se
traduz em controle em longo prazo do carcinoma de células escamosas (Shah e Gil,
2009). Diferentes estudos tém buscado o desenvolvimento de estratégias para o
tratamento do céncer oral que possibilitem o controle da atividade das células
tumorais e, com isso, a reducao do volume do tumor (Wang et al., 2004; Tsuiji et al.,
2007).

Resgatando a observacédo feita por Virchow em 1863, a respeito da
presenca de leucécitos nos tecidos neoplasicos, que estabelecia conexdo entre
inflamacdo e céancer e sugeria a origem da neoplasia em éareas de inflamacéo
cronica, autores como Balkwill e Mantovani, desde o final da década de 1990, vém
apresentando uma nova visdo sobre o significado do infiltrado inflamatério,

associado ao microambiente tumoral (Balkwill e Mantovani, 2001; Wilson e Balkwill,
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2002; Balkwill 2003; Mantovani et al., 2008; Mantovani e Pierotti, 2008; Mantovani,
2009). De fato, muitas das neoplasias comuns apresentam processo inflamatorio
cronico prévio como co-fator de carcinogénese: infeccao por HPV (cancer de colo
Utero), gastrite/Ulcera associada a H. Pylori (cancer de estobmago) e DPOC (cancer
de pulmao) (Moss e Blaser, 2005; Aggarwal e Gehlot, 2009).

Em artigo de revisdo, Dancey e Chen (2006) apresentaram diferentes
agentes que atuam sobre alvos especificos das neoplasias, podendo ser usados
sozinhos ou em combinacdes, salientando a importancia dos estudos pré-clinicos
para determinar as estratégias mais promissoras e superar 0s problemas atuais dos
tratamentos disponiveis na clinica. Neste contexto, as quimiocinas e seus receptores
tém se mostrado como excelentes alvos para novos agentes terapéuticos, inclusive
para o tratamento do cancer.

Do ponto de vista farmacoldgico, existem diversas maneiras de evidenciar a
presenca de um receptor em um sistema biolégico: (i) através da avaliacédo do efeito
de um agonista, (i) pela utilizacdo de um antagonista seletivo ou, (iii) pela
determinacdo da imunomarcagdo desse receptor nas células ou tecidos (Kenakin,
2008). Neste sentido, estas trés abordagens experimentais foram utilizadas no
presente estudo, a fim de determinar a participacdo dos receptores CXCR2 para
guimiocinas no carcinoma espinocelular oral.

No presente trabalho foi testado o antagonista seletivo do receptor CXCR2,
SB 225002, sobre a viabilidade de células de carcinoma das linhagens SCC158,
HN30 e HaCaT. Tanto na linhagem de carcinoma de ratos, como na de humanos,
houve inibicéo significativa da viabilidade celular, de maneira concentracéo e tempo-
dependente. Ja na linhagem de queratinécitos humanos normais, houve discreta
reducado da viabilidade celular em algumas concentracdes e tempos testados, sendo
gue estes efeitos ndo foram estatisticamente significativos. Esta caracteristica tem
valor significativo também clinicamente, uma vez que sugere menores efeitos
inespecificos sobre as células normais e, consequentemente, potencial de toxicidade
reduzido.

O trabalho conduzido por Wang et al. (2006) demonstrou aumento da
imunodetecgédo das quimiocinas CXCL1/GRO-a e CXCL2/GRO-3 e dos receptores
CXCR2 em tecidos de carcinoma de esb6fago, em comparacdo com tecidos normais

adjacentes. Ademais, a incubacédo in vitro do antagonista seletivo dos receptores
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CXCR2, 0 SB225002, causou a reducéo de aproximadamente 40 % da proliferacéo
da linhagem de carcinoma de células escamosas de eséfago WHCO1, quando
avaliado na concentracdo de 400 nM. O bloqueio dos receptores CXCR2, através do
uso de um anticorpo anti-CXCR2, reduziu de modo significativo a
microvascularizacdo em modelo de angiogénese envolvendo células de carcinoma
de pancreas (Wente et al., 2006). Outro estudo utilizando um anticorpo anti-CXCR2,
mostrou uma inibicdo da progresséao de lesdes pré-malignas, bem como inducéo de
apoptose de células endoteliais no interior da lesdo, em um modelo de céncer de
pulm&o em camundongos (Wislez et al., 2006). Resultados semelhantes foram
obtidos no presente estudo, confirmando as evidéncias acerca da relevancia dos
receptores CXCR2 em carcinoma demonstrando, pela primeira vez, a importancia
destes receptores sobre células de carcinoma oral.

Em relagéo as percentagens de inibicdo observadas no presente estudo, as
mesmas variaram entre 30 e 50 %, nas concentracdes mais elevadas (400 a 3200
nM), estando de acordo com o trabalho de Wang et al. (2006). De forma
interessante, um estudo conduzido por Kim et al. (2000), utilizando varias linhagens
de carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co de origem humana,
incluindo a linhagem HN30 empregada no presente estudo, mostraram que a
incubacéao de cisplatina, em concentra¢des tao elevadas quanto 10000 nM, produziu
a inibicdo média de 40 % da proliferacdo desta linhagem. Estes resultados sugerem
que o SB225002 seria mais potente do que a cisplatina sobre este tipo de tumor. E
importante ressaltar, que a cisplatina e outros compostos quimioterapicos dessa
classe apresentam efeitos colaterais graves e crénicos em humanos (Kim et al.,
2001).

Outras evidéncias prévias demonstraram efeitos relevantes para o
antagonista testado no presente estudo, o SB225002, em modelos pré-clinicos de
dor e inflamacdo. Por exemplo, os efeitos do bloqueio do receptor CXCR2 foram
descritos por Barsante e colaboradores (2008), em estudo de artrite reumatoide
induzida em ratos. Mais recentemente, Manjavachi et al. (2009) demonstraram que o
tratamento sistémico com o SB225002 foi capaz de reduzir respostas algicas em
diferentes modelos de nocicepgdo em camundongos. Cabe ressaltar que, nesses
estudos, o SB225002 foi desprovido de efeitos toxicos significativos, mesmo quando

testado em protocolos crénicos de tratamento, reforcando a possivel aplicacdo
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segura deste antagonista (Manjavachi et al., 2009). Resta ainda investigar qual seria
o efeito do tratamento in vivo com este antagonista sobre o desenvolvimento do
carcinoma espinocelular oral.

Como mencionado anteriormente, tanto células do tumor, quanto células do
estroma sdo capazes de produzir quimiocinas. Estas quimiocinas poderiam agir
direta ou indiretamente sobre o endotélio vascular, recrutando leucocitos para o
tumor. Dados da literatura tém sugerido que, apés a ativacdo, os leucécitos liberam
fatores angiogénicos, mitogénicos, enzimas proteoliticas e fatores quimiotaticos,
recrutando mais células inflamatérias e estimulando a angiogénese, o que poderia
explicar os seus efeitos sobre o crescimento tumoral (Yan et al., 2006). De fato, a IL-
8/CXCL8 é uma das quimiocinas CXC pré-inflamatérias que ativam mudltiplas vias
apos a interacdo com o receptor CXCR2, regulando de maneira importante o
microambiente tumoral (Waugh e Wilson, 2008). Desta forma, a agéo inibitoria
observada para o antagonista seletivo dos receptores CXCR2, o SB225002, sobre a
viabilidade das linhagens de carcinoma de células escamosas, poderia estar
relacionada com um ou mais dos mecanismos descritos acima. Entretanto, estudos
adicionais ainda se fazem necessarios para esclarecer os possiveis mecanismos
anti-tumorais do SB225002. No trabalho realizado por Wang et al. (2006), com
células de cancer de esb6fago, foi demonstrado que estratégias anti-CXCR1/2 foram
capazes de modular a ativacdo da MAP-quinase ERK1/2. Outras evidéncias tém
demonstrado a relagdo entre os receptores CXCR2 e MAP-quinases/PI3-quinase em
gliomas (Brat et al., 2005). Gavard et al. (2009) demonstraram que a ativacdo dos
receptores CXCR2 pela IL-8 leva a ativacdo da PI3-quinase-y, em um modelo de
hiperpermeabilidade vascular em camundongos, sendo este efeito bloqueado pelo
antagonista seletivo dos receptores CXCR2, SB225002. E possivel inferir que o
bloqueio da ativacdo de MAP-quinases ou das PI3-quinases poderia estar implicado
nos efeitos observados para o SB225002 no presente estudo. Revisdo recente
publicada por Waugh e Wilson (2008) faz a correlacdo entre a estimulacdo das
MAP-quinases, dentre outras vias de sinalizacdo celular, apdés a ativacdo dos
receptores CXCR2 no ambiente tumoral.

A presenca do receptor CXCR2, tanto nas células humanas (HN30), como
nas de ratos (SCC158), foi adicionalmente confirmada pela incubacdo com os

agonistas IL-8/CXCL8 e CINC-1, respectivamente. Ambos 0s agonistas causaram
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proliferacdo concentracdo-dependente de células submetidas a uma condicao prévia
de privacao nutricional (starving). Essa caracteristica também foi demonstrada por
Watanabe e colaboradores (2002), que observaram o efeito proliferativo da IL-8 e
também de seus receptores, na linhagem HSC4 de carcinoma humano. A
participacdo da IL-8 na proliferacdo de diferentes linhagens de carcinoma de células
escamosas, tanto de tumor primario (HN30), como em linhagens de tumor
metastatico (HN12, HN4) foi confirmada por Christofakis e colaboradores (2008).

Apos a identificacdo do receptor CXCR2 nas linhagens celulares de
carcinoma oral humano e de ratos, foi desenvolvido um modelo experimental de
carcinoma espinocelular em lingua em ratos Fisher 344. Atualmente, a cultura de
células representa um dos métodos mais utilizados para o screening de novos
compostos com acao antineoplasica. Entretanto, estes modelos podem néo ter boa
correlagdo com os efeitos in vivo das novas moléculas selecionadas (Aggarwal et al.,
2009). Desta forma, torna-se relevante estender os dados obtidos com células em
cultura, através de modelos in vivo.

Diferentes modelos ja foram desenvolvidos para o estudo do
comportamento, evolugcdo e tratamento desta neoplasia, principalmente com o uso
de carcinégenos aplicados topicamente em lingua de hamsters ou, pela injecéo de
células tumorais em camundongos imunocomprometidos (Omura et al., 1999, Myers
et al., 2002, Murphy et al., 2005; Nomura et al., 2006). Hasegawa e colaboradores
(1998) utilizaram modelo com ratos Fischer 344 e células da linhagem SCC158, para
avaliar tratamento com eletroquimioterapia sobre neoplasias de lingua. Neste
trabalho, a implantacéo das células tumorais foi feita em duas fases: primeiramente,
5 x 10° células foram inoculadas no dorso do animal. Cerca de duas semanas
depois, quando o tumor atingia cerca de 1 cm, o mesmo era removido, as células
ressuspensas novamente e, s6 entdo, injetadas na lingua do animal. Neste
protocolo, o tumor se tornava visivel, aproximadamente 10 dias ap0s a segunda
inoculacdo. Este mesmo modelo foi utilizado posteriormente por Nagamine e
colaboradores, em 2006, para estudar alteracdes dolorosas em tumores de gengiva
e sua relacdo com a invasibilidade do tecido 6sseo. Em 2004, com o objetivo de
facilitar o estudo dos carcinomas orais e também de metastases, Djalilian e
colaboradores desenvolveram um modelo utilizando ratos Fischer 344
imunocompetentes, com a inoculacdo de células de carcinoma oral no flanco dos
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animais. As caracteristicas clinicas e microscoépicas, bem como o comportamento
em relacdo a metastase, permitiram que os autores o considerassem um bom
modelo experimental, com comportamento muito semelhante ao das neoplasias de
mucosa de cabeca e pescoco. Em todos os modelos, foram consideradas as
caracteristicas clinicas e microscoépicas para identificar a presenca do tumor.

Os modelos de indugdo tumoral por agentes quimicos possuem
caracteristicas microscopicas de diferenciacdo muito proximas ao carcinoma
espinocelular da cavidade oral em humanos. Entretanto, apresentam como
desvantagens principais, o longo tempo necesséario para o estabelecimento das
lesBes (até 5 meses), além da alta toxicidade das substancias quimicas, comumente
derivadas de antracenos (Omura et al., 1999). Em relacdo aos modelos que utilizam
a injecdo de células tumorais em camundongos imunocomprometidos (nude), o
problema maior esta associado com a manutencdo destes animais, que Sao
altamente suscetiveis a infeccBes, necessitando de instalacdes especiais de
manutencao (Myers et al., 2002). Geralmente, esses modelos empregam células de
origem humana e, consequentemente, as caracteristicas genéticas e fisioldégicas
destas células podem mudar apos a inoculagdo em camundongos (Aggarwall et al.,
2009).

No modelo experimental apresentado neste trabalho, a injecdo submucosa
de 5 x 10° células da linhagem SCC158, diretamente na lingua de ratos Fischer 344,
produziu um tumor de comportamento semelhante ao observado em humanos,
sendo realizado em uma s etapa experimental, estando clinicamente estabelecido
apos 7 dias da inducédo tumoral. Em cerca de 4 semanas, as caracteristicas clinicas
observadas lembraram os aspectos clinicos do carcinoma espinocelular oral de
humanos. As caracteristicas histopatolégicas observadas nas lesbes, em todos o0s
tempos deste modelo experimental, foram semelhantes as descritas na literatura por
varios autores (Anneroth et al., 1986; Odell et al., 1994; Pindborg, 1997; WHO, 2005;
Lourengo et al., 2007). Uma caracteristica particular observada neste modelo foi o
alto grau de indiferenciacdo das células tumorais; assim, seria interessante utilizar
marcadores especificos para células epiteliais, a fim de completar a padronizacéo do
modelo. Independente dessas limitagdes, 0 modelo apresenta vantagens claras em
relacdo aos outros descritos na literatura, como 0 menor tempo de inducdo e a

utilizacdo de animais imunocompetentes, além da relativa facilidade de execucéo
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técnica. Neste sentido, este modelo poderia ser Util para a avaliacdo farmacolégica
pré-clinica de novas moléculas candidatas para o tratamento do carcinoma
espinocelular da cavidade oral. Ademais, a evolugdo das lesdes observadas no
presente modelo permitiria a realizacdo de protocolos preventivos e terapéuticos,
bem como, a associacdo de novas moléculas com farmacos quimioterapicos ja
utilizados clinicamente.

Para a identificacdo do receptor CXCR2 por meio de andlise
imunoistoquimica, foram utilizadas amostras obtidas de lingua de ratos Fisher 344,
inoculados com células SCC158. Os resultados demonstram que houve aumento
marcante da imunopositividade para os receptores CXCR2, o que ja foi evidente 7
dias ap6s a inoculacdo tumoral, permanecendo elevada até o final do periodo de
observacédo, aos 40 dias apds a inducdo do tumor. O aumento da imunodeteccéao
dos receptores CXCR2 foi observado em bidpsias obtidas de pacientes com
carcinoma de eso6fago, por meio de RT-PCR end-point (Wang et al., 2006; 2009).
Ademais, a imunomarcacdo de receptores CXCR2 para quimiocinas também foi
observada em amostras de melanoma de pele, por meio de analise
imunoistoquimica (Varney et al., 2006). Embora, os dados do presente estudo
mostrem evidéncias convincentes acerca da imunomarcacdo aumentada dos
receptores CXCR2 no modelo de carcinoma de lingua em ratos, os seguintes pontos
devem ser considerados: (i): a técnica de imunoistoquimica tem carater qualitativo -
seria relevante a complementacdo desta técnica por meio de outras abordagens
para deteccdo de receptores, tais como PCR em tempo real, ensaios de uniao
especifica com radioligantes ou western-blot; (i) ndo € possivel afirmar, com
precisdo, que o aumento da imunomarcagdo dos receptores CXCR2 ocorreu
exclusivamente em células tumorais ou; (iii) talvez, o aumento da imunomarcacao de
receptores CXCR2 observada no presente estudo esteja relacionada com alteracdes
em células inflamatdrias do ambiente tumoral ou, de células endoteliais de pequenos
vasos que nutrem o tumor. Estes questionamentos estdo de acordo com a revisao
recente publicada por Mantovani et al. (2008), que discute uma série de pontos que
ainda permanecem por ser esclarecidos, a respeito da relacdo entre cancer e
inflamacéao.

O grau de malignidade tumoral esta relacionado com o crescimento de
Nnovos vasos sanguineos, um processo fundamental para a progressao,
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agressividade e capacidade de metastase do tumor. Dentre os diversos mediadores
envolvidos na angiogénese, o VEGF apresenta um papel decisivo. O VEGF € uma
glicoproteina dimérica que age como regulador da vasculogénese e hematopoiese
durante a embriogénese. Na idade adulta, este fator induz angiogénese em
condicdes fisiolégicas, como cicatrizagdo, assim como, em alteracdes patoldgicas,
incluindo céncer e artrite reumatoide. A maior parte de seus efeitos é mediada pela
ativacao de receptores pertencentes a superfamilia tirosina-quinase, denominados
VEGFR-1, -2 e -3, além de alguns co-receptores (Ferrara et al., 2002; 2003; Olsson
et al., 2006).

A expressao elevada de VEGF tem sido correlacionada com pior progndstico
no carcinoma espinocelular oral (Uehara et al., 2004; Tse et al., 2007; Choi e Myers,
2008; Sappayatosok et al., 2009). No modelo experimental apresentado neste
estudo, foi evidenciado, ao nivel macroscopico, 0 aumento expressivo do niumero de
vasos em regides proximas ao tumor. Além disso, 0s experimentos de
imunoistoquimica revelaram o aumento da imunodeteccdo de VEGF nas amostras
de lingua de rato. De forma interessante, este aumento apresentou correlacao
temporal com a marcacgéo dos receptores CXCR2, bem como, com a evolugcao do
tumor. Dados da literatura tém demonstrado que quimiocinas ELR+, tais como
aguelas que ativam os receptores CXCR2, sdo potentes indutores de angiogénese
(Moore et al., 1998; Romagnani et al., 2004; Karl et al., 2005). Além disso, foi
demonstrado que a ativacao de receptores pela IL-8 pode induzir a fosforilacdo do
receptor VGEFR-2 em células endoteliais, alterando a permeabilidade da barreira
endotelial (Petreaca et al., 2007). Ademais, foi demonstrado que a imunomarcacéao
de quimiocinas CXC, como IL-8 e GRO-«, € aumentada apos a exposi¢cao de células
endoteliais ao VEGF (Karl et al., 2005). Tanto os efeitos da IL-8, quanto do VEGF,
podem convergir para a ativacado de pequenas GTPases, como a Racl, resultando
na estimulacdo da quinase p21, e, finalmente em neovascularizagéo (Gavard et al.,
2009). E possivel inferir que o aumento dos receptores CXCR2 e sua consequente
ativacao poderiam resultar em aumento de fatores angiogénicos, incluindo o VEGF
ou, ainda, das vias de sinalizacédo ativadas pelos receptores para VEGF. Por outro
lado, o aumento da imunomarcacédo dos receptores CXCR2 e do VEGF poderia

ocorrer de maneira independente, apresentando efeitos aditivos sobre a evolugéo
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tumoral. Experimentos utilizando ferramentas farmacoldgicas anti-CXCR2 e anti-
VEGF seriam fundamentais para elucidar esta proposicéao.

A transformacdo neoplasica maligna tem sido associada com o aumento
marcante das taxas de apoptose e proliferacdo, como observado pela avaliagcdo da
imunodetec¢cdo de p53 e Bcl-2 em tumores colorretais (Sinicrope et al., 1996). Os
autores sugeriram que a apoptose pode ser um fator fundamental na regulacéo do
crescimento destes tumores. De acordo com os resultados do presente estudo,
houve o aumento expressivo da imunomarcacao para caspase-3, no modelo de
carcinoma espinocelular na lingua de ratos, especialmente nos periodos de
observacdo de 28 e 40 dias. A caspase-3 € uma das proteases mais especificas
relacionadas ao processo de apoptose (Zhang et al., 2009). Correlacdo semelhante
entre a progressdo tumoral (medida através do indice mit6tico) e o aumento da
imunomarcacao de caspase-3 foi observada em biopsias de retinoblastoma (Sitorus
et al., 2009). Foi ainda demonstrado o aumento na imunopositividade para caspase-
3, tanto no epitélio, quanto no estroma, de biopsias de carcinoma colorretal, em
comparacdo com a mucosa adjacente (Koelink et al., 2009). De forma interessante,
tem sido descrito que carcinomas orais apresentam indice apoptético maior do que
aquele observado no epitélio normal. Dados da literatura sugerem que em tumores
de diferentes origens, a imunomarcacdo de caspase-3 pode-se
apresentar aumentada ou diminuida em relagdo ao tecido normal. A sua marcacao
foi avaliada em 39 amostras de epitélio oral normal e em 54 de carcinoma de células
escamosas. Assim como demonstrado no presente estudo, as amostras de
carcinoma humano também apresentaram marcacdo mais intensa para caspase-3
em relagdo ao tecido normal. A intensidade da imunomarcacdo, bem como a
percentagem de células positivas para este marcador, foram inversamente
associadas com o grau de diferenciacdo (Hague et al., 2004). Outro trabalho
também demonstrou imunomarcagado significante para caspase-3 em tumor de
células granulares da cavidade oral (Chrysomali et al., 2003). Por outro lado,
trabalho conduzido por Andressakis e colaboradores (2008) demonstrou a reducao
simultanea das caspases-3 e 8 no carcinoma de células escamosas em humanos.
Embora os dados deste estudo indiquem fortemente a ocorréncia do aumento na
imunodeteccdo de caspase-3, que parece ser proporcional a evolugcdo do tumor,
outros fatores relacionados a apoptose também precisariam ser investigados. Por
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exemplo, Bcl-2 € uma proteina diretamente envolvida na regulacédo da sobrevivéncia
de células tumorais, que exerce parte seus efeitos por regular a presenca de
quimiocinas CXC pro-angiogénicas, tais como a IL-8 (Karl et al., 2005). Assim, seria
interessante avaliar como estaria a imunomarcacao de Bcl-2 nas amostras obtidas

no modelo de induc&o tumoral descrito nesse trabalho.
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CONCLUSOES
o T——

A partir dos modelos experimentais utilizados, foi possivel confirmar a
participacédo dos receptores CXCR2 para quimiocinas no carcinoma espinocelular da
cavidade oral. De acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que
antagonistas seletivos e de natureza nédo-peptidica, como o SB225002 seriam
alternativas promissoras para o tratamento deste tipo de cancer, especialmente em
associacdo com outras abordagens ja existentes. Embora a viabilidade das células
tumorais nao tenha sido completamente abolida por esse antagonista, as
percentagens de inibicdo observadas ainda sdo superiores aguelas obtidas para
outros agentes quimioterapicos classicos.

Os estudos in vivo permitiram a padronizacdo de um modelo experimental
que pode ser Util para a avaliacdo pré-clinica de novos compostos com possivel
efeito sobre o carcinoma oral. Ademais, a padronizacdo desse modelo permitiu
confirmar a relevancia dos receptores CXCR2 para 0 estabelecimento e/ou a
progresséo do carcinoma espinocelular oral, como demonstrado pelo aumento da
marcacao desses receptores, por meio de andlise imunoistoquimica. Finalmente, a
imunomarcacéo dos receptores CXCR2 parece estar diretamente relacionada com
efeitos pro-angiogénicos, uma vez que foi observado aumento concomitante do
VEGF nas mesmas amostras. Por outro lado, o aumento da imunomarcacédo da
proteina pro-apoptética, caspase-3, foi subsequente a imunomarcagcao do receptor
CXCR2 e do VEGEF, talvez como mecanismo de defesa ou controle do crescimento
do tumor.

Ainda precisam ser avaliados os possiveis efeitos do tratamento com o
SB225002 no modelo in vivo de carcinoma espinocelular da cavidade oral. Além
disso, os mecanismos relacionados com as ac¢fes antitumorais desse antagonista,
ainda devem ser esclarecidos. No momento, ainda ndo é possivel definir quais as
células pertencentes ao micro-ambiente tumoral, incluindo neutréfilos, macréfagos,
células endoteliais e/ou células epiteliais do tumor, seriam responsaveis pelo
aumento da imunomarcacédo dos receptores CXCR2, aqui observado. De qualquer
forma, o presente estudo contribui para um melhor entendimento acerca dos
mecanismos relacionados com as neoplasias malignas da cavidade oral de origem

epitelial.
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