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Tantas pedras no caminho não seria ruim” 
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Engenheiros do Hawaii. 

 

 



 

 

RESUMO 

 

 Quimiocinas e receptores de quimiocinas têm assumido relevância no contexto 

da carcinogênese devido ao seu potencial de ativação de vias “pró-tumorigênicas”. A 

expressão da quimiocina CCL3 e seus receptores (CCR1 e CCR5) foi demonstrada no 

carcinoma de células escamosas de boca (CCEB), contudo, suas funções ainda não 

foram definidas. Neste estudo, as funções do eixo CCL3/CCR1/CCR5 na carcinogênese 

oral quimicamente induzida foram avaliadas em camundongos geneticamente 

deficientes dessas moléculas. Avaliou-se também a participação do receptor atípico de 

quimiocinas ACKR2 – um “sequestrador” de quimiocinas CC que atuaria reduzindo a 

disponibilidade de CCL3 e outras quimiocinas no sítio tumoral. Foram também 

realizados experimentos in vitro utilizando linhagens de CCEB para analisar possíveis 

efeitos diretos de CCL3 nestas células. Os resultados mostraram que lesões de CCEB 

quimicamente induzidas exibiram expressão aumentada de CCL3. Camundongos 

deficientes para CCL3 (CCL3
-/-

) e CCR5 (CCR5
-/-

) tratados com o carcinógeno químico 

4-Nitroquinolina-1-óxido (4NQO) apresentaram reduzida formação de tumores linguais 

comparados aos selvagens (WT) e animais deficientes para CCR1 (CCR1
-/-

). 

Consistentemente, a análise microscópica demonstrou atenuada atipia citomorfológica e 

reduzida proliferação nas lesões de animais CCL3
-/-

 e CCR5
-/-

 tratados. Verificou-se que 

lesões de animais CCL3
-/-

 exibiram expressão reduzida dos fatores Epidermal growth 

factor (EGF), Fibroblast growth factor-1 (FGF-1), Transforming growth factor-β1 

(TGF-β1), Vascular endothelial growth factor-a (VEGFa) e VEGFb, as citocinas 

Interleucina-6 (IL-6) e Tumor necrosis factor-α (TNF-α), moléculas de adesão 

Integrina-4 (ITGA-4) e Vitronectina (VTN) e metaloproteinases de matriz MMP-1a, 

MMP-2 e MMP-9. In vitro, CCL3 foi capaz de induzir a invasão e liberação de CCL5, 



 

 

IL-6, e MMP-2, MMP-8 e MMP-9 pelas células neoplásicas. O bloqueio de CCL3, 

utilizando anticorpo anti-CCL3 reduziu a invasão das células neoplásicas. 

 Os animais deficientes do receptor ACKR2 (ACKR2
-/-

) tratados exibiram 

similaridade na formação de tumores linguais, e em parâmetros microscópicos quando 

comparados aos animais selvagens. Além disso, observou-se uma expressão aumentada 

das quimiocinas CCL3, CCL4, CCL5, CCL12 e dos receptores CCR1, CCR2 e CCR5, 

além de citocinas pró-inflamatórias, fatores angiogênicos, moléculas de adesão e 

metaloproteinases de matriz nas lesões de ambos os grupos tratados em comparação aos 

controles. Entretanto, expressão aumentada de CCL2, IL-6 e IL-17 foi verificada nas 

lesões linguais dos animais AKCR2
-/-

 em relação ao grupo WT. 

 Coletivamente, os dados sugerem a relevância do eixo CCL3/CCR5 na 

carcinogênese oral, sendo que CCL3 é capaz de afetar diretamente as células tumorais e 

o microambiente tumoral. O receptor ACKR2 não modificou o processo da 

carcinogênese bucal. Estes resultados revelam potenciais efeitos protetores do bloqueio 

de CCL3 no carcinoma de células escamosas de boca. 

Palavras-chave: Quimiocinas, CCL3, CCR1, CCR5, ACKR2 e CCEB. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 Chemokines and chemokine receptors have assumed relevance in the context of 

oral carcinogenesis due to its potential activation of “pro-tumorigenic” pathways. The 

expression of CCL3 and its receptors (CCR1 and CCR5) have been demonstrated in 

oral squamous cell carcinoma (OSCC), however, their roles were not defined yet. In this 

study, the roles of CCL3/CCR1/CCR5 axis in chemically-induced oral carcinogenesis 

were evaluated in genetically-deficient mice of these molecules. It was also evaluated 

the roles of the atypical chemokine receptor ACKR2 – a scavenger CC chemokine 

receptor that could reduce CCL3 and other chemokines availability at tumor sites. In 

vitro experiments were also performed employing OSCC lineages to analyze possible 

CCL3 direct effects in these cells. The results showed that chemically-induced OSCC 

lesions exhibited increased expression of CCL3. Deficient mice for CCL3 (CCL3
-/-

) and 

CCR5 (CCR5
-/-

) treated with the chemical carcinogen 4-Nitroquinoline-1-oxide 

(4NQO) presented decreased tongue tumor formation when compared to wild type (WT) 

and CCR1 (CCR1
-/-

) deficient mice. Consistently, microscopical analysis demonstred 

attenuated cytomorphological atypia and reduced proliferation in lesions of CCL3
-/-

 and 

CCR5
-/-

 treated mice. It was verified that CCL3
-/-

 mice lesions exhibited reduced 

expression of factors  Epidermal growth factor (EGF), Fibroblast growth factor-1 (FGF-

1), Transforming growth factor-β1 (TGF-β1), Vascular endothelial growth factor a 

(VEGFa) and VEGFb, the adhesion molecules Integrin-4 (ITGA-4) and Vitronectin 

(VTN) and matrix metalloproteinases (MMP-1a, MMP-2 and MMP-9). In vitro, CCL3 

was able to induce invasiveness and release of CCL5, IL-6, and MMP’s 2, 8 and 9 by 

neoplastic cells. Blockage of CCL3 using anti-CCL3 antibody reduced invasion of 

neoplastic cells. 



 

 

 Deficient mice for receptor ACKR2 (ACKR2
-/-

) treated exhibited similarity in 

tongue tumor formation and in microscopical parameters when compared with wild type 

mice. Moreover, it was observed increased expression of chemokines CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL12 and the receptors CCR1, CCR2 and CCR5, as well as pro-inflammatory 

cytokines, angiogenic factors, adhesion molecules and matrix metalloproteinases in 

lesions of both treated groups in comparison with controls. However, increased 

expression of CCL2, IL-6 and IL-17 were observed in tongue lesions of ACKR2
-/-

 in 

relation to WT group. 

 Collectively, the data suggest the relevance of CCL3/CCR5 axis in oral 

carcinogenesis once CCL3 is able to directly affect neoplastic cells and the tumor 

microenvironment. The ACKR2 receptor did not modify the course of oral 

carcinogenesis. These results reveal potential protective effects of CCL3 blockage in 

OSCC. 

Keywords: Chemokines, CCL3, CCR1, CCR5, ACKR2 and OSCC. 
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1 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 – O Carcinoma de células escamosas de boca – CCEB: aspectos clínico-

epidemiológicos 

 O Carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) ou carcinoma epidermóide 

é a neoplasia epitelial mais comum dentre as malignidades que acometem a cavidade 

bucal (FERLAY et al., 2015; WARNAKULASURIYA, 2009). O CCEB caracteriza-se 

por ter um comportamento altamente infiltrativo para estruturas vitais da região de 

cabeça e pescoço, com alta tendência para metástases linfonodais (CONTALDO et al., 

2013). Esse comportamento biológico do CCEB tem sido reportado como um dos 

fatores responsáveis pelos altos índices de recidivas e altas taxas de morbidade e 

mortalidade (CONTALDO et al., 2013; KO et al., 2016). O tamanho do tumor e 

profundidade de invasão também podem ser considerados fatores relacionados a um 

pior desfecho da doença (FELLER; LEMMER, 2012; MASSANO et al., 2006). 

 Segundo levantamento realizado pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA) para 

o biênio 2016-2017 foram estimados cerca de 15.490 novos casos de câncer de boca 

entre homens e mulheres, em todo o território nacional (INCA, 2015). O CCEB é mais 

comum entre homens do que em mulheres com uma distribuição estimada proporcional 

de 1,5 homens para cada 1 mulher (WARNAKULASURIYA, 2009) ou ainda, de 3,46 

casos em homens para cada 1,76 casos em mulheres/100.000 habitantes (INCA, 2015). 

 O CCEB acomete principalmente a borda lateral e posterior de língua e assoalho 

bucal, mas outros sítios como gengiva, palato e mucosa jugal também podem ser 

afetados em menor frequência (BAGAN et al., 2010; FELLER; LEMMER, 2012). 

Clinicamente as lesões podem apresentar-se como leucoplasias, eritroleucoplasias, 

eritroplasias, úlceras ou lesões exofíticas (FELLER; LEMMER, 2012). 
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 Dentre os fatores de risco ambientais mais comumente relacionados com a sua 

patogênese destacam-se o uso do tabaco e o consumo de álcool. De forma isolada, estes 

fatores já representam um risco, mas quando estão associados apresentam ação sinérgica 

aumentando consideravelmente o risco do desenvolvimento de CCEB (HASHIBE et al., 

2009; SCULLY; BAGAN, 2009). Outro fator de risco extrínseco como a infecção das 

células epiteliais pelo vírus do papiloma humano - Papilloma human virus (HPV), 

principalmente os subtipos 16 e 18, tem sido correlacionados com a ocorrência de 

tumores de orofaringe (MELCHERS et al., 2015) e CCEB (BROUWER et al., 2016). 

 Fatores, intrínsecos relacionados ao CCEB têm sido descritos na literatura 

(ROTHENBERG; ELLISEN, 2012). Entre eles, o acúmulo de mutações em proto-

oncogenes (ex. PI3KC, TP63, RAS, EGFR) e em genes supressores de tumor (ex. TP53, 

CDKN2A, NOTCH1) nas células epiteliais. De um modo geral, os estudos mostram que 

tais mutações afetam a regulação de circuitos que estão estritamente interligados com 

mecanismos que regem a proliferação, diferenciação, sobrevivência, apoptose, 

capacidade de invasão e metástases das células tumorais (ROTHENBERG; ELLISEN, 

2012; SCULLY; BAGAN, 2009). 

 Com relação ao tratamento, a cirurgia com ressecção ampla das margens com ou 

sem quimioterapia/radioterapia adjuvante pós-operatória ainda são as opções 

terapêuticas mais usuais no manejo do CCEB, contudo, a escolha do tipo de tratamento 

depende do estadiamento clínico do tumor e da sua localização (SHAH; GIL, 2009). 

Neste sentido, o atraso no diagnóstico e tratamento estão fortemente correlacionados 

com um pior estadiamento da doença e piores taxas de sobrevida e para os pacientes 

(WARNAKULASURIYA, 2009). 
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1.2 – Modelos experimentais de carcinogênese bucal 

Um dos métodos para estudo dos mecanismos envolvidos na carcinogênese oral 

é a utilização de modelos experimentais. Atualmente existem alguns modelos animais 

bem estabelecidos que podem ser utilizados para a indução do CCEB em roedores 

(incluindo hamster, ratos, e camundongos) (DERKA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2004; 

SCHOOP et al., 2009; TANG et al., 2004). Em geral, o método de indução destes 

tumores é baseado na utilização de compostos químicos sintéticos carcinogênicos. 

Dentre os carcinógenos mais comumente utilizados destacam-se o 7,12-Dimetil-

benz[a]antraceno (DMBA), muito utilizado para induzir lesões na mucosa da bochecha 

“cheek pouch” de hamsteres Sírios ou tumores mamários em ratas (DERKA et al., 

2006; SOUDA et al., 2009) e o 4-Nitroquinolina-1-óxido (4NQO). 

O DMBA é um hidrocarboneto aromático policíclico carcinogênico que pode ser 

dissolvido em veículo oleoso como o dimetil sulfóxido (DMSO), parafina líquida ou em 

acetona. O modo mais comum de administração é o pincelamento diretamente sobre a 

pele ou mucosa, mas a injeção por via intraperitoneal e gavagem também já foram 

descritos em alguns estudos para indução de carcinomas (DERKA et al., 2006; SOUDA 

et al., 2009; VAIRAKTARIS et al., 2008). Os principais questionamentos do modelo 

DMBA em “cheek pouch” para estudar a carcinogênese oral é se ele é um modelo de 

carcinogênese verdadeiramente intra-oral, uma vez que esta estrutura anatômica pode 

não sofrer as mesmas influências do restante da cavidade oral, e ainda, que humanos 

não possuem anatomicamente estrutura semelhante (revisto por BOYD; READE, 1988). 

Outra desvantagem é em relação ao método de aplicação, sendo que o pincelamento 

deve ser realizado mais de uma vez por dia, durante repetidas semanas para que ocorra a 

indução das lesões (TAKE et al., 1999). Contudo, Nagini et al. (2009) estudando 

comparativamente as alterações histológicas e moleculares em carcinomas humanos e 
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induzidos por DMBA em hamsteres demonstrou a indução de carcinomas bem 

diferenciados e apresentando alterações moleculares semelhantes às lesões humanas 

com relação à expressão de PCNA, GST-P, NF-KB, p21 e p53 (NAGINI et al., 2009). 

 Outro modelo de carcinogênese descrito na literatura emprega o 4NQO, um 

composto aromático, derivado das quinolonas cujas propriedades carcinogênicas foram 

descritas pela primeira vez em 1957 (NAKAHARA et al., 1957). A ação carcinogênica 

inicia-se com a redução enzimática do seu grupo nitro, formando um composto 

intermediário chamado 4-hidroxiaminoquinolina-1-óxido (4HAQO). Este produto 

metabólico, por sua vez, liga-se a resíduos de guanina formando adutos (8-

hidroxideoxiguanosina - 8OHdG) no DNA (ARIMA et al., 2006; KANOJIA; VAIDYA, 

2006). Estudos ultraestruturais mostraram em culturas de fibroblastos humanos um 

aumento nos níveis de 8OHdG de maneira dose-dependente após a administração de 

4NQO (ARIMA et al., 2006). Além disso, o 4NQO e seus metabólitos induziram 

intenso estresse oxidativo intracelular gerando espécies reativas de oxigênio e 

aumentando significativamente os níveis dos radicais superóxido e peróxido de 

hidrogênio, causando danos secundários no próprio DNA que podem ser irreparáveis 

(ARIMA et al., 2006; NUNOSHIBA; DEMPLE, 1993). Kim et al. (2006) objetivando 

estudar  a formação de adutos de DNA induzida por 4NQO demonstraram um 

mecanismo de reparo mitocondrial defeituoso em duas linhagens de células de CCEB 

testadas e indicaram que esses defeitos podem permitir a iniciação das células (KIM et 

al., 2006). Entretanto, 4NQO administrado na dose de 15 micromolar por uma hora 

mostrou ser bem tolerado in vitro, onde 90% dos fibroblastos permaneceram viáveis 

(ARIMA et al., 2006). 

O 4NQO é o carcinógeno de escolha em muitos estudos por suas propriedades 

de solubilidade em água e pelo fato de induzirem tumores preferencialmente em sítios 
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como a língua e esôfago (KANOJIA; VAIDYA, 2006; LU et al., 2006; TANG et al., 

2004), diferentemente do modelo DMBA previamente descrito. Além disto, o dano 

provocado ao DNA pelo 4NQO ocorre de modo muito similar ao provocado pelo uso do 

tabaco, uma vez que seus metabólitos também formam compostos que se ligam em 

resíduos de guanina no DNA (BALBO et al., 2014; KANOJIA; VAIDYA, 2006). O 

4NQO induz a iniciação, primeiro estágio da carcinogênese. A progressão deste 

processo resulta em mudanças moleculares e morfológicas de forma semelhante àquelas 

observadas na carcinogênese oral em humanos (BOYD; READE, 1988, KANOJIA; 

VAIDYA, 2006; NAUTA et al., 1996; RIBEIRO et al., 2004). 

Microscopicamente as lesões induzidas pelo tratamento com 4NQO apresentam-

se como um aumento focal na espessura epitelial (hiperplasia), com ou sem perda de 

organização dos diferentes estratos (displasia/carcinoma in situ) ou carcinomas 

invasivos (GANNOT et al., 2004; TANG et al., 2004). Clinicamente as lesões em 

língua podem se apresentar como exofíticas ou papilomatosas, em forma de placa ou 

por vezes ulceradas, de colocação esbranquiçada e base ampla na superfície ventral, 

dorsal ou lateral e em terço médio e posterior da língua (IDE et al., 2001; TANG et al., 

2004). 

Corroborando achados clínico-microscópicos, alterações cromossômicas 

frequentemente observadas no CCEB em humanos (ex. p53, p16 e caderinas) também 

foram demonstradas em carcinomas induzidos por 4NQO em camundongos (HONG et 

al., 2008; MINICUCCI et al., 2011; OKAZAKI et al., 2002; SAKAKI et al., 2003). 

Com relação à via de administração, estudos prévios mostraram que o 4NQO 

induziu uma frequência de mutagenicidade significativamente aumentada no gene lacZ 

em camundongos transgênicos quando administrado por via oral (dose 200 mg/kg), 

afetando significativamente o fígado, pulmões e estômago quando comparado com 
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administração via intraperitoneal (7,5 mg/kg) (SUZUKI et al., 1999). Posteriormente, 

Tang et al. (2004) avaliaram comparativamente a indução de carcinomas em língua de 

camundongos “CC x Bagg, A Strain” (CBA) e C57/BL6 e demonstraram uma produção 

maior de tumores em camundongos que receberam o 4NQO diluído na água diariamente 

(100 µg/mL) em comparação com a técnica de pincelamento do produto (5 mg/mL) 

diretamente na mucosa da língua. Após um período de 28 semanas, observou-se 

incidência de apenas 20% de indução de papilomas e 5% de carcinomas invasivos nos 

animais CBA, utilizando a técnica do pincelamento. Além disso, dentre os animais que 

sobreviveram até a vigésima oitava semana do experimento com a dose de 100 µg/mL 

na água de beber, todos apresentaram 100% de incidência de carcinomas na língua e no 

esôfago nas duas linhagens desafiadas (TANG et al., 2004). 

No que se refere à dose, os estudos mostram bons resultados com o 4NQO 

diluído nas concentrações de 50 e 200 µg/mL (LI et al., 2013; TANG et al., 2004 e 

SILVA et al., 2014 – ANEXO A). No entanto, a literatura mostra que o fator tempo é 

importante para permitir a maior gravidade das lesões, com um período que varia entre 

4 a 50 semanas (IDE et al. 2001; LI et al., 2013; MINICUCCI et al., 2011; RIBEIRO et 

al., 2004; TANG et al., 2004; VERED et al., 2007). 

Recentemente, foi descrito um modelo de carcinogênese em língua de 

camundongos BALB/c capaz de induzir a formação de metástases em linfonodos 

utilizando-se uma alta concentração do 4NQO (LI et al., 2013). Neste estudo, animais 

foram tratados com o 4NQO na dose de 200 μg/mL na água de beber por 20 semanas. O 

4NQO foi então substituído por água filtrada e os animais acompanhados por períodos 

de observação de 25 a 32 e de 33 a 40 semanas. Os resultados mostraram que os 

animais que foram acompanhados pelo período mais longo (33-40 semanas), 
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apresentaram 100% de incidência de CCEB e 100% de metástases nos linfonodos 

submandibulares (LI et al., 2013). 

 

1.3 – O sistema quimiocinas/receptores: aspectos gerais e efeitos no câncer 

Quimiocinas são proteínas de baixo peso molecular (8-10 kilodaltons), com 

atividade qumiotática, ou seja, possuem a função de coordenar a migração de células 

durante processos como organogênese, na manutenção da homeostase tecidual e 

também em processos inflamatórios (BALKWILL, 2004). Essa migração é resultante da 

ligação da quimiocina em seu receptor específico ao longo de um gradiente químico, 

onde células expressando receptores movem-se em direção a locais com altas 

concentrações de quimiocinas (BALKWILL, 2004). 

A Interleucina-8 (IL-8, hoje renomeada CXCL8) foi a primeira citocina com 

atividade quimiotática descrita e caracterizada (BAGGIOLINI et al., 1989). Desde 

então, aproximadamente 50 quimiocinas já foram descritas (ALLEN et al., 2007; 

BACHELERIE et al., 2014). Segundo a nomeclatura vigente, as quimiocinas podem ser 

divididas em quatro subfamílias, de acordo com a posição das primeiras duas cisteínas 

adjacentes ao domínio N-terminal, -CC -CXC -C e -CX3C (BACHELERIE et al., 

2014). A letra “L” seguida por um número denota uma quimiocina específica, por 

exemplo, CCL3 e CXCL12. As quimiocinas exercem seus efeitos nas células via 

interação específica restrita a subfamílias de receptores – proteínas com 7 domínios 

transmembrana acoplados à proteína G (ALLEN et al., 2007; BACHELERIE et al., 

2014). Para os receptores, a letra “R” seguida de um número denota o respectivo 

ligante, como CCR1 e CXCR4. Aproximadamente 20 receptores de quimiocinas já 

foram descritos até o presente momento (ALLEN et al., 2007; BACHELERIE et al., 
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2014). Desta forma, nota-se que existem mais quimiocinas do que receptores, logo, o 

sistema possui certa seletividade, mas é redundante, onde mais de uma quimiocina pode 

se ligar ao mesmo receptor, e ainda, a mesma quimiocina pode compartilhar receptores 

diferentes com maior ou menor afinidade (ALLEN et al., 2007; BACHELERIE et al., 

2014; BALKWILL, 2004). A tabela a seguir apresenta uma compilação do sistema 

quimiocinas/receptores convencionais já identificados (TAB. 1). 

 

Tabela 1 – O sistema quimiocinas e receptores. 

Quimiocinas Sinônimo Receptores 
Alvos principais 

Quimiocinas CC   

CCL1 I-309 e TCA-3 CCR8 
Linfócitos T e Tregs 

CCL2 MCP-1 e JE CCR2 
Monócitos, linfócitos, NK 

CCL3 MIP1α CCR1 e CCR5 Macrófagos, monócitos, 

basófilos e NK CCL4 MIP1β CCR5 e CCR8 

CCL5 RANTES CCR1, CCR3 e CCR5 

CCL6 C10 e MRP-1 Desconhecido 
Desconhecido 

CCL7 MARC e MCP-3 
CCR1, CCR2, CCR3 e 

CCR5 

Monócitos, neutrófilos 

CCL8 MCP-2 
CCR1, CCR2, CCR3 e 
CCR5 

Linfócitos T 

CCL9/CCL10 MRP-2, CCF18 e MIP1γ CCR1 
Desconhecido 

CCL11 Eotaxin CCR2, CCR3 e CCR5 
Eosinófilos e basófilos 

CCL12 MCP-5 CCR2 
Monócitos 

CCL13 MCP-4 e NCC-1 CCR1, CCR2 e CCR3 
Linfócitos T 

CCL14 HCC-1, MCIF e NCC-2 CCR1 e CCR5 Desconhecido 

CCL15 Leukotactin-1, MIP5, HCC-2 e NCC-3 CCR1 e CCR3 

CCL16 LEC, NCC-4 e LMC 
CCR1, CCR2, CCR3 e 

CCR5 

CCL17 TARC e ABCD-2 CCR4 e CCR8 Linfócitos T 

CCL18 PARC, DC-CK1, AMAC-1 e MIP4 Desconhecido 

CCL19 ELC, Exodus-3 e MIP3b CCR7 

Linfócitos T e B, células 

dendríticas 

CCL20 LARC, Exodus-1 e MIP3a CCR6 

Macrófagos, linfócitos Tregs e 

monócitos 

CCL21 SLC, 6Ckine, Exodus-2 e TCA-4 CCR7 

Linfócitos T e células 

dendríticas 

CCL22 MDC CCR4 

Macrófagos, células 

dendríticas 
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CCL23 MPIF-1 CCR1 
Desconhecido 

CCL24 Eotaxin-2 e MPIF-2 CCR3 
Eosinófilos e basófilos 

CCL25 TECK CCR9 
Linfócitos T 

CCL26 Eotaxin-3, MIP4α, IMAC e TSC-1 CCR3 e CCR10 
Eosinófilos e basófilos 

CCL27 CTACK e ILC CCR10 Linfócitos T 

CCL28 MEC CCR3 e CCR10 

Quimiocinas CXC 
 

CXCL1 Gro-α, GRO1, NAP-3 e KC CXCR2 Neutrófilos 

 
CXCL2 Gro-β, GRO2 e MIP2α CXCR2 

CXCL3 Gro-γ, GRO3 e MIP2β CXCR2 

CXCL4 PF-4 CXCR3 

Plaquetas, Neutrófilos e 

monócitos 

CXCL5 ENA-78 e LIX CXCR1 e CXCR2 Neutrófilos 

 

CXCL6 GCP-2 e LIX CXCR1 e CXCR2 

CXCL7 NAP-2, CTAPIII e PEP CXCR2 

CXCL8 IL-8, NAP-1, MDNCF e GCP-1 CXCR1 e CXCR2 

CXCL9 MIG e CRG-10 CXCR3 Linfócitos e NK 

CXCL10 IP-10 e CRG-2 CXCR3 

CXCL11 ITAC e IP-9 CXCR3 

CXCL12 SDF-1 e PBSF CXCR4 
Linfócitos e monócitos 

CXCL13 BCA-1 e BLC CXCR5 
Lnfócitos T e B 

CXCL14 BRAK Desconhecido 
Linfócitos B e monócitos 

CXCL15 Lungkine e WECHE Desconhecido 
Neutrófilos 

CXCL16 SRPSOX CXCR6 
NKT e células linfóides inatas 

CXCL17 DMC e VCC-1 Desconhecido 
Desconhecido 

Quimiocinas C  

XCL1 Lymphotactin α XCR1 Linfócitos e NK 

XCL2 Lymphotactin β XCR1 

Quimiocina CXXXC 
 

CX3CL1 Fractalkine e neurotactin CX3CR1 
NK, monócitos e linfócitos T 

Fonte: Russo et al. (2010), adaptado. 

  

 Embora as quimiocinas e seus receptores foram primariamente associadas com a 

função de “atrair” leucócitos, participando em processos como a organogênese e 

manutenção da homeostase tecidual (BAGGIOLINI et al., 1989; GRIFFITH et al., 

2014; ZOU et al., 1998), estudos posteriores revelaram também sua atuação durante a 

carcinogênese, devido aos seus efeitos na angiogênese, proliferação, ganho de 
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motilidade e invasão das células neoplásicas (BALKWILL, 2004; CHOW; LUSTER, 

2014 e SILVA et al., 2016 – ANEXO A). 

 A carcinogênese é um processo complexo que envolve o acúmulo de múltiplas 

alterações genéticas e epigenéticas, as quais resultam na disfunção de vias que 

controlam a proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (BALKWILL, 2004, 

2012; MANTOVANI et al., 2008; HANAHAN; COUSSENS, 2012). As células 

neoplásicas em proliferação estão inseridas em um estroma constituído por uma 

população heterogênea de células (fibroblastos, miofibroblastos, linfócitos, macrófagos, 

células dendríticas, natural killer (NK), além de nutrientes e moléculas sinalizadoras 

como fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e receptores. Neste cenário, 

denominado microambiente tumoral, as células neoplásicas interagem de forma 

contínua e dinâmica com as diferentes populações e moléculas presentes no estroma 

(BALKWILL, 2004, HANAHAN; COUSSENS, 2012). 

Diversos estudos tem mostrado a presença de um heterogêneo infiltrado 

inflamatório no estroma tumoral, e destacado sua íntima conexão com os eventos da 

tumorigênese (MANTOVANI et al., 2008; SICA et al., 2008; GRIVENNIKOV; 

KARIN, 2010). Células estromais expressam receptores específicos na membrana 

plasmática, e são recrutadas para os sítios tumorais atraídas por gradiente químico – 

processo regulado pela ação de quimiocinas e receptores de quimiocinas (BALKWILL, 

2004). 

 A definição do papel das quimiocinas em tumores iniciou-se com estudos 

demonstrando a sua expressão pelas células neoplásicas e sua interação com células do 

estroma tumoral. No câncer de mama, por exemplo, as quimiocinas CCL2 e CCL5 

expressas pelas células neoplásicas foram identificadas como importantes reguladores 

da infiltração de macrófagos associados a tumores (TAM’s). Juntas, células tumorais e 
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TAM’s expressando CCL2 e CCL5 foram capazes de induzir a proliferação de células 

endoteliais (promovendo a angiogênese) e também atuando na atividade metastática das 

células tumorais e promover invasão das células neoplásicas para os tecidos adjacentes 

(SORIA; BEN BARUCH, 2008). Outra evidência advém de estudos que observaram a 

expressão aumentada de CCL2 em tumores mama que foi coincidente com estágios 

mais avançados da doença e pior sobrevida (UENO et al., 2000). A expressão de 

CXCL1, CXCL5 e CXCL8 e seu receptor CXCR2 foi identificada em espécimes de 

câncer de próstata e em linhagens tumorais, sendo sua ação angiogênica demonstrada in 

vivo e in vitro (MATSUO et al., 2009). Neste último estudo, após verificar a ausência 

de efeitos autócrinos das quimiocinas -CXC sobre linhagem de célula de tumor de 

próstata (confirmada pela deficiência na expressão de CXCR2) estas células foram 

mantidas em cocultivo com células endoteliais (human umbilical vein endothelial cells - 

HUVEC) (MATSUO et al., 2009). Verificou-se que as quimiocinas –CXC produzidas 

no sobrenadante afetaram a proliferação, invasão e a formação de brotamentos nas 

HUVEC, processo característico do início da formação vascular. Além disso, a 

administração de anticorpo anti-CXCR2 in vivo mostrou reduzir a formação desses 

brotamentos vasculares, e a expressão do Fator VIII ou “von Willebrand factor” 

(MATSUO et al., 2009). 

 Outro eixo implicado na patogênese de tumores é o sistema CXCL12/CXCR4. 

Estudos prévios mostraram sua participação na indução de metástases no câncer de 

ovário, onde células tumorais transfectadas com o receptor CXCR4 tiveram sua 

capacidade de invasão aumentada, e, quando injetadas em camundongos 

imunossuprimidos induziram o desenvolvimento de metástases peritoneais nesses 

animais quando comparado aos animais controles (GUO et al., 2014). Além disso, 

estudos posteriores demonstraram que a sinalização CXCL12/CXCR4 em células 
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tumorais induz um fenômeno conhecido como transição epitélio-mesênquima (EMT), 

no qual a célula tumoral perde aderência com as células vizinhas e adquire propriedades 

fenotipicamente mesenquimais. Yao et al. (2015) verificaram que a administração de 

CXCL12 em culturas de células de glioblastoma induziu, por exemplo, a 

superexpressão de TWIST – um dos fatores de transcrição chave para ocorrência de 

EMT – e aumentou o potencial invasivo e migratório dessas células. Além disso, o 

silenciamento genético de TWIST nas células tumorais resultou na reversão desse 

fenótipo in vitro. Ainda, camundongos imunossuprimidos injetados subcutaneamente 

com as células silenciadas mostraram formação reduzida de tumores em comparação 

aos controles (YAO et al., 2015). 

 

1.3.1 – A quimiocina CCL3, seus receptores CCR1 e CCR5 e o receptor ACKR2: 

aspectos gerais e efeitos no câncer 

 A quimiocina Macrophage inflammatory protein-1 alpha (MIP-1α), também 

chamada CCL3 foi isolada pela primeira vez a partir da estimulação de culturas de 

macrófagos tumorais (RAW-264.7) com endotoxinas. Neste ensaio realizado em 1988, 

após ser injetada na pata de camundongos, CCL3 induziu um rápido influxo de 

neutrófilos (WOLPE et al., 1988). Conforme revisado no estudo de Mentem et al. 

(2002), a quimiocina CCL3 murina está localizada no cromossomo 11, contém três 

éxons e dois íntrons e codifica uma pré-proteína de 92 aminoácidos. A contraparte 

humana, é composta por três variações genéticas descritas – LD78α (69% de 

similaridade na sequência de nucleotídeos em relação a proteína murina), LD78β (94% 

de similaridade com LD78α) e LD78γ (descrito como um “pseudogene” - forma 

truncada 5’ que não é transcrita), todas presentes no cromossomo 17 (MAURER; 
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STEBUT, 2004; MENTEM et al., 2002). Estudos estruturais demonstraram que CCL3 

(murina e humana) é fisiologicamente encontrada na sua forma monomérica, contudo, 

um processo dinâmico e reversível entre auto-agregação e desagregação também foi 

descrito (VOLPE et al., 1988). Tais agregados parecem não influenciar a sua atividade 

biológica, mas podem refletir na sua capacidade de ligação aos receptores CCR1 e 

CCR5 (MENTEM et al., 2002). CCL3 é constitutivamente expressa em baixos níveis 

por monócitos e macrófagos, entretanto, um aumento significativo na sua produção por 

monócitos, macrófagos, linfócitos, neutrófilos, células dendríticas, fibroblastos e células 

epiteliais foi observado após serem estimulas com lipopolissacarídeo (LPS), TNF-α ou 

IL-1 (MAURER; STEBUT, 2004; MENTEM et al., 2002). Estudos posteriores 

implicaram sua participação em diferentes condições inflamatórias como em modelo de 

cicatrização de feridas, fibrose pulmonar induzida por bleomicina e em doenças como 

asma, artrite e psoríase, sendo um importante indutor do recrutamento de leucócitos 

para os sítios afetados (revisado por MAURER; STEBUT, 2004). 

A expressão de CCL3 e seus receptores CCR1 e CCR5 também foi observada 

em tumores hepáticos humanos e experimentalmente induzidos (LIDA et al., 2008; LU 

et al., 2003; YANG et al., 2006), tumores de mama (NATH et al., 2006), leucemia 

mielóide crônica (BABA et al., 2013; SIVINA et al., 2011), mieloma múltiplo 

(LENTZSCH et al., 2003; VALLET et al., 2011), em carcinomas intestinais associados 

a colite (SASAKI et al., 2014) e em modelo de metástase pulmonar (WU et al., 2008). 

De um modo geral, as evidências associadas à participação de CCL3 na tumorigênese 

estão relacionadas às suas propriedades pró-inflamatórias como o recrutamento de 

leucócitos para o sítio tumoral, o que direta ou indiretamente poderia resultar na 

liberação de moléculas que favoreceriam a progressão tumoral. Estudos in vitro 

mostraram que CCL3 foi capaz de induzir a migração de células de tumor hepático pela 
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mudança na concentração intracelular níveis de cálcio (YUAN et al., 2010). CCL3 foi 

também capaz de aumentar a proliferação de fibroblastos associados a carcinomas 

(CAF’s) (SASAKI et al., 2014). De modo importante, a atividade pró-tumorigênica de 

CCL3 agindo via CCR1 ou CCR5 foi demonstrada por alguns estudos. Nesse sentido, o 

eixo CCL3/CCR1 foi implicado na progressão da hepatocarcinogênese, sendo que 

animais deficientes para CCL3 e CCR1 apresentaram menor incidência na formação de 

tumores, menor vascularização, menor infiltrado de células de Kupffer e menor 

expressão de MMP-9 em relação aos animais do grupo selvagem (YANG et al., 2006). 

Outro estudo mostrou a atividade pró-metastática do eixo CCL3/CCR5 em modelo de 

metástase pulmonar induzida por injeção de células de carcinoma renal em 

camundongos. Neste estudo, animais deficientes para CCL3 e CCR5 tiveram reduzida 

formação de metástases e tumores metastáticos apresentando menor infiltrado de 

leucócitos e fibroblastos, menor vascularização e expressão de MMP-9 em relação aos 

animais selvagens (WU et al., 2008). Em modelo de carcinoma intestinal associado à 

colite induzida por azoximetano e sulfato de sódio dextrano (AOM-DSS), Sasaki et al. 

(2014) também observaram formação de tumor atenuada com menor acúmulo de 

leucócitos e fibroblastos em lesões intestinais de animais deficientes de CCL3 e CCR5 

(SASAKI et al., 2014). 

Recentemente, foi caracterizada mais uma classe de receptores de quimiocinas – 

os ACKR’s. Tais receptores tem merecido considerável atenção porque possuem 

propriedades de capturar e internalizar quimiocinas, funcionando como “armadilhas” e 

reduzindo sua biodisponibilidade nos tecidos (BACHELERIE et al., 2014; MASSARA 

et al., 2016). Essa internalização do complexo ligante/receptor para compartimentos 

intracelulares, no entanto, resulta na degradação da quimiocina e posterior reciclagem 

do receptor, que retorna a membrana. Por este motivo, estas moléculas são ditas 



33 

 

“atípicas”, por não ativarem sinalização intracelular como ocorre com os receptores 

convencionais (BACHELERIE et al., 2014; FRA et al., 2003; MASSARA et al., 2016). 

Até o momento, foram descritos seis ACKR’s, os quais são: ACKR1 (previamente 

chamado Duffy Antigen Receptor for chemokines), ACKR2 (D6, CCBP2), ACKR3 

(CXCR7), ACKR4 (CCRL1 e CCX CKR), ACKR5 (CCRL2) e ACKR6 (CCL18, 

PARC receptor) (BACHELERIE et al., 2014). 

Dentre os ACKR’s, o papel do receptor ACKR2 (previamente conhecido por 

D6) tornou-se alvo deste estudo pelo fato de afetarem principalmente a disponibilidade 

de quimiocinas CC. A expressão de ACKR2 foi demonstrada em diferentes tecidos e 

tipos celulares como em vasos linfáticos, macrófagos da mucosa do cólon, em pele e 

também em células tumorais (JAMIESON et al., 2005; NIBBS et al., 2001, 2007). 

Dados prévios demonstraram que ACKR2 liga-se com grande afinidade a quimiocinas 

da subfamília –CC. O papel desse receptor tem sido estudado em diferentes condições 

inflamatórias como em modelo de inflamação cutânea induzida quimicamente 

(JAMIESON et al., 2005) e na artrite (HANSELL et al., 2015). No estudo de Jamieson 

et al. (2005), por exemplo, ACKR2 foi demonstrado limitar a resposta inflamatória in 

vivo, na qual animais deficientes para ACKR2 apresentaram um atraso na resolução da 

resposta inflamatória devido ao acúmulo significativo de quimiocinas como CCL3, 

CCL5 e maior infiltrado de macrófagos, linfócitos e mastócitos na pele em relação aos 

animais selvagens (JAMIESON et al., 2005). De fato, pode-se observar que os animais 

desenvolveram sinais clínicos exacerbados, caracterizados por doença psoríaseforme na 

ausência de ACKR2, o que não foi observado nos animais selvagens (JAMIESON et 

al., 2005). A partir desses resultados, sugeriu-se a participação de ACKR2 na 

carcinogênese cutânea. De fato, essa hipótese foi posteriormente confirmada por estudos 

utilizando modelos de carcinogênese cutânea quimicamente induzida em camundongos 
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deficientes deste receptor (BORDON et al., 2009; NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 

2014; SCHNEIDER et al., 2012; VETRANO et al., 2010). Demonstrou-se que 

camundongos ACKR2
-/- 

apresentaram um aumento significativo na formação de 

tumores na pele após aplicação tópica de forbol-éster e DMBA (NIBBS et al. 2007). 

Juntamente com a maior indução de tumores, foi observado maior índice proliferativo, 

maior recrutamento de linfócitos CD3
+
, mastócitos e maior expressão de CCL3 nas 

lesões. Além disso, utilizando camundongos transgênicos para expressar ACKR2 em 

queratinócitos da camada basal da epiderme, os pesquisadores conseguiram demonstrar 

um papel protetor de ACKR2, onde reduzida formação de tumores e reduzida expressão 

de CCL3 foi observada nesses animais (NIBBS et al., 2007). 

Um papel protetor para ACKR2 também foi reportado em adenocarcinomas de 

cólon, onde sua expressão reduzida foi correlacionada com aumento na expressão de 

CCL22 e piores características clínico-patológicas, como profundidade de invasão e a 

localização dentro do cólon (proximal, média, distal) (LANGENES et al., 2013). Em 

tumores de mama, a expressão de ACKR2 nas células tumorais inibiu a proliferação e 

invasão in vitro, além da formação de tumores e desenvolvimento de metástases in vivo 

(WU et al., 2008). Neste último estudo, essa inibição mediada por ACKR2 nos tumores 

foi correlacionada com menor expressão das quimiocinas CCL2 e CCL5, menor 

densidade vascular e menor infiltrado de TAM’s (WU et al., 2008). Savino et al. (2014) 

também demonstraram propriedades antitumorais de ACKR2 em Sarcomas de Kaposi 

(SK), onde o receptor inibiu a formação de tumores in vivo. Além disso, lesões de SK 

induzidas em camundongos imunossuprimidos por células transfectadas com o gene 

ACKR2 mostraram menor quantidade de linfócitos CD45, macrófagos tipo M2 e 

diminuição da expressão de CCL2, CCL3, CCL5 e de VEGFa e CD31 em relação aos 

tumores SK
- 
(SAVINO et al., 2014).  
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1.4 – O sistema quimiocinas/receptores x CCEB 

 Nos últimos 16 anos, algumas evidências provenientes de estudos in vitro e in 

vivo confirmaram a participação de quimiocinas e seus receptores na carcinogênese 

bucal (ALBERT et al., 2012; ALMOFTI et al., 2004; CHUANG, et al., 2009; 

FERREIRA et al., 2008; ISHIKAWA et al., 2006; JUNG et al., 2010; LEE et al., 2015; 

LI et al., 2014; LIU et al., 2015; MENG et al., 2010; OLIVEIRA-NETO et al., 2008; 

QUIAN et al., 2014; SHINTANI et al., 2004; SILVA et al., 2007; TSUZUKI et al., 

2006; UCHIDA et al., 2003, 2004, 2007; 2011). Mais recentemente, nosso grupo 

revisou e discutiu os principais achados com relação a estas moléculas e o CCEB 

(SILVA et al., 2016) (ANEXO A). 

 Uma primeira evidência da relação entre quimiocinas e CCEB é suportada por 

estudos que demonstraram expressão aumentada de quimiocinas/receptores em amostras 

de tumores primários (ALBERT et al., 2012; ALMOFTI et al., 2004; FERREIRA et al., 

2008; ISHIKAWA et al., 2006; LIU et al., 2015; MENG et al., 2010; OLIVEIRA-

NETO et al., 2008; QUIAN et al., 2014; SHINTANI et al., 2004; SILVA et al., 2007; 

TSUZUKI et al., 2006; UCHIDA et al., 2004). Merece destaque o fato que uma 

correlação positiva entre a expressão de CCL2, CCL3 ou CXCL12 nessas amostras e 

um pior estadiamento clínico-microscópico (tamanho, profundidade de invasão, estágio, 

gradação histológica, presença de invasão perineural e metástases linfonodais) foi 

observada nestes trabalhos (ALBERT et al., 2012; ALMOFTI et al., 2004; FERREIRA 

et al., 2008; ISHIKAWA et al., 2006; LIU et al., 2015; MENG et al., 2010; 

OLIVEIRA-NETO et al., 2008; QUIAN et al., 2014; SHINTANI et al., 2004; SILVA et 

al., 2007; TSUZUKI et al., 2006; UCHIDA et al., 2004). 

 Além disso, evidências desses trabalhos utilizando técnica imuno-histoquímica e 

de estudos in vitro revelaram as células neoplásicas como uma das fontes principais da 
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expressão de quimiocinas, seguidas pelas células estromais (CHUANG, et al., 2009; 

FERREIRA et al., 2008; LEE et al., 2015; OLIVEIRA-NETO et al., 2008; SILVA et 

al., 2007; UCHIDA et al., 2003). Em parte, a expressão aberrante dessas moléculas nos 

tumores pode ser fundamentada por estudos de polimorfismos específicos, os quais 

sugerem que mutações em genes que codificam quimiocinas/receptores podem levar a 

um aumento na transcrição e consequentemente dos níveis proteicos dessas moléculas 

(BEKTAS-KAYHAN et al., 2012; SHIMIZU et al., 2008; TANYEL et al., 2013; 

TENG et al., 2009; VAIRAKTARIS et al., 2008; WENG et al., 2010). De modo 

semelhante, mutações em genes supressores de tumor também podem levar a um 

aumento da expressão de quimiocinas/receptores (YEUDALL et al., 2011). Outro ponto 

que merece destaque é que a própria sinalização desencadeada pelo sistema 

quimiocina/receptor nas células transformadas e células do estroma resulta na maior 

produção e liberação mediadores inflamatórios/quimiotáticos, levando a uma resposta 

redundante/ amplificada (JUNG et al., 2010; LI et al., 2014). 

 A segunda evidência da participação do sistema quimiocinas/receptores na 

patogênese do CCEB é a observação de que células neoplásicas provocam efeitos 

diretos sobre elas próprias (autócrinos) e/ou sobre células vizinhas (parácrinos) (JUNG 

et al., 2010; LI et al., 2014; ONOUE et al., 2006; PANDRUVADA et al., 2010). 

Estudando comparativamente fatores produzidos por monoculturas de células de CCEB 

(SCC-9) e CAF’s, Li et al. (2014) verificaram que quando estas células foram colocadas 

em cocultivo, níveis significativamente aumentados de CCL2 foram detectados em 

comparação às células em monocultivo. Além disso, verificou-se um aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio pelas CAF’s juntamente com ativação de 

NFkB e STAT3, que levariam ao aumento da transcrição de CCL2. CCL2, por sua vez, 

induziu aumento na proliferação e invasão de células SCC-9 (LI et al., 2014). Jung et al. 
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(2010), também demonstraram efeitos diretos nas células neoplásicas pela liberação de 

CCL7 por CAF’s em coculturas. Além disso, CCL7 induziu modificações no 

citoesqueleto das células neoplásicas, afetando sua capacidade de invasividade (JUNG 

et al., 2010). De modo semelhante, a estimulação de células neoplásicas com CCL5 

estimulou sua atividade migratória e aumentou a produção de MMP-9 in vitro 

(CHUANG et al., 2009). 

 Considerando-se todas as quimiocinas/receptores já investigados no CCEB, o 

eixo CXCL12/CXCR4 apresenta maior nível de evidência até o momento, 

especialmente com relação ao seu envolvimento no desenvolvimento de metástases em 

linfonodos (SILVA et al., 2016). Assim como demonstrado em outros tumores humanos 

como mama e em glioblastomas (GUO et al., 2014, YAO et al., 2015), os resultados em 

CCEB indicaram que a sinalização de CXCL12 via CXCR4 induziu um aumento na 

motilidade das células tumorais, que por sua vez influenciou a migração e invasividade 

dessas células (ONOUE et al., 2006; REHMAN et al., 2009, UCHIDA et al., 2003, 

2004). De fato, a ligação CXCL12/CXCR4 foi capaz de ativar vias de sinalização como 

ERK1/2, AKT/PKB e NF-kB que induziu mudanças estruturais no citoesqueleto das 

células neoplásicas, influenciando o seu ganho de motilidade e invasividade (ONOUE 

et al., 2006; REHMAN et al., 2009; UCHIDA et al., 2003-2004). Além disso, 

CXCL12/CXCR4 induziu o fenômeno de EMT, previamente descrito, no qual células 

epiteliais malignas perderam a expressão de E-caderinas e citoqueratinas e passaram a 

expressar Vimentina e SNAIL, moléculas importantes na aquisição do fenótipo 

mesenquimal (ONOUE et al., 2006, TAKI et al., 2008). O aumento da expressão de 

CXCR4 foi correlacionado com um aumento na produção de MMP-9 em amostras de 

CCEB e em linhagens de células tumorais in vitro (LEE et al.,2009; SAMARA et al., 

2004). 
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 Uma terceira linha de evidência que aponta o envolvimento do sistema 

quimiocina/receptor na patogênese do CCEB é suportada pelos efeitos do seu 

antagonismo na diminuição da expressão de MMP’s, redução da proliferação, 

invasividade e de metástases (JUNG et al., 2010; CHANG et al., 2011; UCHIDA et al., 

2007, 2011). O efeito do bloqueio de CXCR4 utilizando-se RNA de interferência 

(shRNA) em linhagens de células de CCEB, por exemplo, demonstrou ser eficiente para 

impedir o desenvolvimento de metástases in vivo (UCHIDA et al., 2011). Neste último 

estudo, células de CCEB transfectadas com o RNA de interferência foram injetadas 

ortotopicamente no músculo masseter de camundongos imunossuprimidos, e verificou-

se uma diminuição de metástases linfonodais e do volume dos tumores em relação ao 

grupo injetado com as células controle (UCHIDA et al., 2011).  

 

1.4.1 – O eixo CCL3/CCR1/CCR5 e o receptor atípico ACKR2 no câncer de boca  

O papel de CCL3 e seus receptores no câncer de boca foi pouco explorado até o 

momento. A primeira evidência da participação de CCL3 no CCEB foi observada por 

Silva et al. (2007). Neste estudo, uma expressão significativamente aumentada de CCL3 

e CCR1, mas não de CCR5, foi encontrada em tumores primários e em linfonodos 

metastáticos. Uma alta expressão de CCL3 pelas células do estroma correlacionou-se 

diretamente com uma sobrevida média aumentada. Contudo, quando analisando a alta 

expressão da quimiocina pelas células tumorais (parênquima), uma pior sobrevida 

média foi observada (SILVA et al., 2007). Tentando investigar o significado clínico da 

expressão de CCL3 no soro de pacientes saudáveis (controles) comparativamente ao de 

pacientes com leucoplasias orais (LO) e com CCEB, Ding et al. (2014) observaram um 

aumento significativo de CCL3 nos pacientes com LO em relação aos controles ou ao 

grupo CCEB. Além disso, uma similaridade na expressão de CCL3 no soro do grupo 
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controle e CCEB foi observada. Entretanto, dicotomizando a expressão de CCL3 no 

grupo CCEB em alta e baixa observou-se correlação positiva entre o maior tamanho dos 

tumores e aumento dos níveis séricos de CCL3 (DING et al., 2014). 

Considerando-se o potencial envolvimento das quimiocinas CC na patogênese 

do CCEB (SILVA et al., 2016), uma questão ganha enfoque: o da possível participação 

do receptor atípico de quimiocina ACKR2. Como descrito previamente este receptor 

atua reduzindo a biodisponibilidade de quimiocinas –CC em modelos de inflamação e 

em tumores induzidos quimicamente (BORDON et al., 2009; JAMIESON et al., 2005; 

NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; SCHNEIDER et al., 2012; VETRANO et 

al., 2010). Entretanto, até o presente momento, não há relatos na literatura da 

participação de ACKR2 na carcinogênese oral.  

Coletivamente, os dados da literatura apontam para a hipótese do envolvimento 

de CCL3 na carcinogênese ativando vias inflamatórias e influenciando a proliferação, 

angiogênese, migração e invasão das células tumorais. Considerando-se o potencial 

biológico do receptor ACKR2 como protetor na tumorigênese em vários modelos - 

promovendo a captura de quimiocinas –CC, incluindo CCL3 e outros ligantes de CCR1 

e CCR5, seria razoável especular que estes sistemas podem estar conectados no CCEB. 

Dessa forma, o presente estudo propôs investigar os efeitos da deleção do eixo 

CCL3/CCR1/CCR5, bem como do receptor ACKR2 em modelo murino de 

carcinogênese oral quimicamente induzida. 
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2 – JUSTIFICATIVA 

 

O presente estudo foi delineado a partir de dados prévios do nosso grupo de 

pesquisa
 
(SILVA et al., 2007) demonstrando uma expressão aumentada de CCL3 e 

CCR1, mas não CCR5 em sítios de primários de CCEB, e em linfonodos metastáticos 

em humanos. As evidências da literatura descritas a seguir suportam o desenvolvimento 

deste trabalho: 

 O papel de CCL3 e dos receptores CCR1 e CCR5 descrito em diferentes tipos de 

tumores (mama, hepático, leucemias) (BABA et al., 2013; LIDA et al., 2008; LU et al., 

2003; NATH et al., 2006, SIVINA et al., 2011; YANG et al., 2006); 

  A possível associação entre a expressão de CCL3 e dos seus receptores CCR1 e 

CCR5 no surgimento de metástases regionais em pacientes com CCEB (SILVA et al., 

2007); 

  A propriedade do receptor ACKR2 de reduzir a disponibilidade de quimiocinas 

-CC demonstrada em tumores e que lhe confere um papel protetor em diferentes 

modelos de tumorigênese (NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; SCHNEIDER et 

al., 2012; VETRANO et al., 2010). 

Desta forma, é possível hipotetizar a participação do eixo CCL3CCR1/CCR5, 

bem como o receptor ACKR2 na carcinogênese oral. Os resultados deste trabalho 

podem contribuir na busca de alvos terapêuticos para o CCEB. 



41 

 

3 – OBJETIVOS 

3.1 – Geral  

Investigar o papel da quimiocina CCL3, dos seus receptores convencionais CCR1 e 

CCR5 e do receptor atípico ACKR2 na carcinogênese bucal induzida por carcinógeno 

químico. 

3.2 – Específicos 

 Avaliar os aspectos macroscópicos, microscópicos e moleculares das lesões de 

CCEB induzidas nos animais selvagens e deficientes de CCL3, CCR1 e CCR5; 

 Avaliar os aspectos macroscópicos, microscópicos e moleculares das lesões de 

CCEB induzidas nos animais deficientes do receptor ACKR2; 

 Avaliar o efeito in vitro de CCL3 na proliferação e invasividade das células 

neoplásicas, bem como o efeito do seu bloqueio na invasividade dessas células in vitro. 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 – Animais 

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (selvagens – wild type – WT), 

provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas (CEBIO) da 

Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil. Os camundongos deficientes para a 

quimiocina CCL3 (CCL3
-/-

), foram obtidos do Centro de Pesquisas René Rachou 

(Fiocruz Minas Gerais) e os para o receptor CCR5 (CCR5
-/-

) foram gerados como 

previamente descrito (KUZIEL et al., 2003). Animais CCR1 deficientes (CCR1
-/-

) 

foram obtidos da Taconic Farms (Hudson, New York, USA) e os animais ACKR2 

(ACKR2
-/-

) foram cedidos pelo Laboratório de Imunologia Pulmonar e Mecânica, 

Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências Biológicas, da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos sob condições 

controladas de iluminação e temperatura, além de dieta padrão para camundongo e água 

ad libitum. Os animais foram pesados e a quantidade de ingestão de água foi avaliada 

semanalmente. Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram 

executados após aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (ANEXO B). 

 

4.2 – Indução de CCEB em língua de camundongos 

A indução de tumores na língua dos camundongos foi realizada como 

previamente descrito (TANG et al., 2004; LI et al., 2013). Brevemente, uma alíquota de 

1 g de 4-nitroquinolina-1-óxido (4NQO) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi 

dissolvida em 200 mL de etilenoglicol (Sigma Aldrich) e estocada a 4°C. 

Semanalmente, novas alíquotas foram diluídas na água de beber dos animais na 
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concentração final de 50 µg/mL. Além disso, foi realizado também o tratamento com o 

4NQO na concentração de 200 µg/ml, como uma proposta de estabelecer um modelo de 

metástase em linfonodos, conforme descrito por Li et al. (2013).  A solução foi mantida 

em garrafas de polivinil protegidas da luz ambiente e os camundongos do grupo 

experimental (4NQO) na dose de 50 µg/mL receberam o tratamento com o carcinógeno 

diariamente durante 28 semanas. O grupo experimental com o 4NQO mais concentrado 

recebeu o tratamento somente até a vigésima semana, onde então o carcinógeno foi 

substituído por água filtrada e os animais mantidos nessas condições até a vigésima 

oitava semana. Os animais do grupo controle receberam água filtrada pelo mesmo 

período. Após o término de período experimental, os animais foram anestesiados com 

solução de quetamina e xilazina (180 mg/Kg e 24 mg/Kg, respectivamente) por via 

intraperitoneal para a coleta dos seguintes órgãos/tecidos: sangue, língua, linfonodos 

cervicais, fígado, pulmões, estômago, duodeno, jejuno, íleo e intestino grosso para 

análise microscópica. As línguas foram identificadas e fotografadas para posterior 

análise macroscópica. Os órgãos/tecidos foram coletados para verificação da ocorrência 

ou não de metástases à distância ou qualquer outra alteração associada ao tratamento 

com o 4NQO. 

 

4.3 - Análise microscópica 

4.3.1 – Amostras murinas 

Todos os tecidos coletados descritos previamente, com exceção do sangue, 

foram fixados em solução tamponada de formaldeído 10%, pH 7.0, e processados por 

técnicas histológicas de rotina. As línguas foram cortadas no sentido anteroposterior, e 

as metades incluídas segundo a orientação da secção desejada. Cortes de 3 µm de 
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espessura das línguas foram obtidos para coloração com hematoxilina e eosina (H&E) e 

ensaios imuno-histoquímicos.  

Critérios de avaliação das alterações cito-arquiteturais foram adotados a fim de 

classificar a gravidade das displasias epiteliais encontradas nas lesões linguais. Tais 

critérios levaram em consideração os itens descritos na tabela a seguir (TAB. 2).  

 

Tabela 2 - Critérios utilizados para o diagnóstico de displasia epitelial. 

Arquitetura Citomorfologia 

Estratificação epitelial irregular Variação anormal no tamanho nuclear 

Perda de polarização das células basais Variação anormal na forma nuclear 

Cristas epiteliais em forma de gota Variação anormal no tamanho e forma da 

célula 

Aumento do número de figuras de mitose Aumento na proporção núcleo –citoplasma 

Mitoses superficiais atípicas Figuras de mitose atípicas 

Queratinização prematura de células Aumento do número e tamanho dos nucléolos 

Pérolas de queratina Hipercromatismo 

Fonte: Organização Mundial de Saúde – OMS (2005) – Barnes et al.( 2005). 

 

A análise histopatológica foi realizada por dois examinadores (JMS e TAS),  

cegos diante do status dos grupos a qual foi realizada de forma consensual. Como 

método de avaliar a confiabilidade intra e interexaminadores, foi realizado o teste de 

Coeficiente de Correlação Intraclasse. As lesões linguais foram classificadas 

empregando-se escores histopatológicos, de acordo com critérios adaptados da OMS 
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(2005) (BARNES et al., 2005), a qual classifica as lesões como “displasia leve”, 

“displasia moderada”, “displasia severa” e “carcinoma in situ” (TAB. 3). 

 

Tabela 3 – Escores utilizados para graduação das displasias epiteliais. 

Escore Características 

0 Displasia ausente 

1 Displasia leve (alterações limitadas ao terço basal do epitélio) 

2 Displasia moderada (alterações representando dois terços do epitélio) 

3 Displasia grave (alterações representando mais de dois terços do epitélio) 

4 
Carcinoma in situ (alterações em toda espessura epitelial, porém sem 

rompimento da membrana basal) 

5 Carcinoma invasivo (ilhas carcinomatosas dentro do tecido conjuntivo) 

Fonte: Barnes et al. (2005), adaptado. 

 

A análise consistiu na observação de dez campos consecutivos, levando em 

consideração para estabelecimento da média do escore final, o campo representivo de 

maior gravidade, avaliando-se pelo menos dois cortes de cada animal.  

 

4.3.2 – Amostras humanas 

 Foram incluídos neste estudo 33 casos de CCEB primário, 39 casos de desordem 

potencialmente maligna, diagnosticadas como Leucoplasias Orais (LO), e 16 

fragmentos de mucosa oral clinicamente saudável (controles), obtidos durante cirurgia 

de extração de terceiros molares inferiores inclusos. Os casos de CCEB e LO foram 
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obtidos do Laboratório de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal de Goiás e Hospital Araújo Jorge, Associação do Combate ao 

Câncer em Goiás, Goiânia, Goiás, Brasil. A aprovação para utilização das amostras foi 

obtida do Comitê de ética em Pesquisa da Universidade Federal de Goiás (ANEXO C). 

As lesões diagnosticadas como LO foram graduadas quanto a presença de displasia 

epitelial (BARNES et al., 2005, adaptado). Das 39 LO selecionadas, 20 casos foram 

classificados como apresentando displasia epitelial leve, 14 como moderada e 5 casos, 

grave. Todos os casos de CCEB foram analisados seguindo os critérios cito-

arquiteturais previamente descritos na Tabela 2 (TAB. 2). 

 

4.4 – Imuno-histoquímica e análise quantitativa 

4.4.1 - Amostras murinas 

Nesta seção foram descritos os procedimentos para realização do método imuno-

histoquímico (estreptavidina-biotina-peroxidase) nas línguas para o marcador de 

proliferação celular Ki67 (clone MM1, Novocastra, Newcastle, UK). Secções de 

aproximadamente 3 µm foram desparafinizadas em xilol, reidratadas e finalmente 

lavadas em água destilada. A recuperação antigênica foi realizada a 96º C em solução de 

ácido cítrico 10 mM, pH=6, durante 30 minutos, seguido de incubação com solução de 

H2O2 a 3% e o kit Avidin Biotin Blocking System (Dako, Carpinteria, CA, USA) 

segundo as instruções do fabricante. Após a incubação com o anticorpo primário, 

diluição 1:50 overnight, os cortes foram incubados com o anticorpo secundário Multi-

Link (sistema LSAB/HRP, Dako, Carpinteria, CA, USA) segundo as instruções do 

fabricante. A reação foi revelada pela incubação com solução de 3,3-diaminobenzidina 

(DAB) (Dako, Carpinteria, CA, USA), durante 1-2 minutos. Finalmente, os cortes 
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foram contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados em soluções crescentes 

de alcoóis, diafanizados em xilol e montados com Permount (Fisher Scientific, Fair 

Lawn, NJ, USA). Controles negativos foram obtidos omitindo-se o anticorpo primário, 

o qual foi substituído por PBS-BSA a 1%. 

As células imunomarcadas foram analisadas em microscópio de luz (Axioskop 

40 ZEISS, Carl Zeiss, Gotingen, Germany), com aumento original de 1.000 vezes. 

Foram avaliados 20 campos consecutivos e pelo menos 2 cortes de cada animal. Os 

resultados foram expressos como o número total de células Ki67
+
 em todas as camadas 

epiteliais, por campo. 

 

4.4.2 – Amostras humanas 

 Nesta seção, foram descritos os procedimentos para imunomarcação e 

quantificação de CCL3 nos tecidos humanos. A expressão de CCL3 foi realizada por 

imuno-histoquímica, utilizando o anti-CCL3 (Clone FL-2, Santa Cruz Biotechnology, 

TX, USA), concentração 1:50, nas mesmas condições previamente descritas.  

 A imunorreatividade foi analisada por microscopia de luz (Axioskop 40 ZEISS; 

Carl Zeiss, Gotingen, Germany), no aumento original de 400 vezes, utilizando retículo 

de integração acoplado (Carl Zeiss – Axiostar 1122-100). Foram avaliados 20 campos 

consecutivos em pelo menos 2 cortes por amostra. Os resultados foram expressos como 

a porcentagem de células CCL3 positivas em relação à população total de células no 

epitélio e no tecido conjuntivo, por amostra. 
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4.5 - ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Fragmentos de lesões de CCEB clinicamente detectáveis e fragmentos de língua 

clinicamente normal (controle) foram pesados e homogeneizados em solução salina 

fosfato [(0.4 mM de cloreto de sódio - NaCl e 10 mM de fosfato de sódio - NaPO4, pH 

4.7)] contendo inibidores de protease [(0.1 mM fluoreto de fenilmetil sulfonil - PMSF, 

0.1 mM cloreto de benzetônio, 10 mM ácido etilenodiamino tetra-acético - EDTA, e 

0.01 mg/mL aprotinina A) e 0.05% Tween-20] na concentração final de 100 mg/mL. O 

homogenato foi centrifugado (10.000 r.p.m) a 4 ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi 

coletado e estocado a -70 °C para análise posterior. A concentração de CCL3 foi 

mensurada utilizando-se kits disponíveis no mercado, de acordo com as instruções do 

fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram expressos em 

picogramas de citocinas (± Desvio Padrão – SD) normalizadas por 100 mg de tecido. 

 

4.6 - Reação em cadeia da polimerase (PCR array) 

Fragmentos de CCEB experimentalmente induzido e de língua clinicamente 

normal (controle) foram coletados para realização da avaliação da expressão molecular 

de mediadores envolvidos com angiogênese, proliferação tumoral, invasão e metástase. 

As reações de PCR array foram realizadas conforme descrito por Vieira et al. (2015) 

(VIEIRA et al., 2015). Brevemente, foi realizada a extração do RNA total das amostras 

utilizando-se o kit RNeasyFFPE (Qiagen Inc, Valencia, CA) de acordo com as 

instruções do fabricante. Em seguida, a integridade do RNA extraído foi verificada a 

partir de 1 mg de RNA total pelo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA). Aproximadamente 3 µg de RNA total foi utilizado para síntese da fita de DNA 

complementar – cDNA, através da reação da transcriptase reversa (Superscript III, 
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Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). A reação de PCR array foi realizada no 

equipamento Viia7 (LifeTechnologies, Carlsbad, CA) utilizando-se um painel contendo 

os alvos “Wound Healing” (PAMM-121) e “Inflammatory cytokines and receptors” 

(PAMM-011) (SABiosciences, Frederick, MD). Os dados foram analisados pelo 

software RT2 Profiler PCR Array Data Analysis, online (SABiosciences), no qual foi 

realizada normalização dos dados através da média geométrica inicial de três genes 

constitutivos (GAPDH, ACTB, Hprt1) e subsequentemente normalizados pelo grupo 

controle. Os resultados foram expressos como “fold increase” em relação ao grupo 

controle. 

 

4.7 – Ensaios in vitro 

4.7.1 - Cultura e ensaio de viabilidade celular – MTS 

Para realização dos experimentos in vitro foram selecionadas duas linhagens 

humanas de células de carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (HN12, e 

HN13 – do inglês: Head and Neck), descritas previamente (CARDINALI et al., 1995) e 

detalhadas na tabela a seguir (TAB. 4). 

 

Tabela 4 – Características das linhagens celulares utilizadas nos experimentos in vitro. 

Nome Característica Origem/localização 

HN12 Metastática Proveniente de linfonodo metastático de paciente 

diagnosticado com CCEB em língua  

HN13 Não metastática Proveniente de CCEB primário localizado em 

língua 
Fonte: Cardinali et al. (1995). 

 

As células foram utilizadas para analisar os efeitos diretos da quimiocina CCL3 

na proliferação celular, invasão e produção e liberação de mediadores inflamatórios. 
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Aproximadamente 1x10
5
 células foram plaqueadas e cultivadas em meio Dulbecco’s 

modificado (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com soro 

fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco, Carlsbad, CA), e solução antibiótica/antimicótica 

(Cat. A5955, Sigma-Aldrich) em estufa com atmosfera de 5% de CO
2
 a 37º C. Após 

alcançar a confluência, ou seja, quando aproximadamente 70-80% da superfície de 

cultivo foi ocupada, as células foram tripsinizadas em solução de Tripsina-EDTA (cat. 

T4174, Sigma-Aldrich) e ressuspendidas em DMEM novo para utilização nos 

experimentos subsequentes. Para determinação da viabilidade celular foi utilizado o 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI) 

seguindo as instruções do fabricante. Todos os experimentos foram executados em 

triplicata, e três experimentos independentes foram considerados. As células (1x10
5
) 

foram plaqueadas em placas de 96 poços (Corning Inc., Corning, NY), estimuladas com 

3 diferentes concentrações de CCL3 (5, 10 ou 20 ng/mL), e então, acompanhadas por 

24, 48 e 72 horas. Em seguida, foi adicionada solução de Tetrazolium Compound e 

Phenazine Methosulfate (MTS) (Promega). As células foram incubadas por 2 horas e a 

absorbância foi avaliada a 490 nm através de um leitor de microplacas (Mod. 680 XR, 

Bio-Rad, Hercules, CA). 

O sobrenadante foi coletado nos tempos de 24, 48 e 72 horas para subsequentes 

ensaios de ELISA, nos quais foram utilizados os kits para detecção de CCL3, CCL5, IL-

6 e TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), como foi descrito previamente. 

 

4.7.2 – Ensaio de proliferação celular 

Para o ensaio de proliferação celular, as células (1x10
5
) foram plaqueadas em 

triplicata em placas de 24 poços (Corning) por 48 horas em meio DMEM livre de soro 
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(controle), ou em DMEM contendo CCL3 (10 ng/mL) (Cat. DY270, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA). Após 48 horas, o sobrenadante foi removido e as células 

aderidas na superfície das lamínulas posicionadas no fundo de cada poço foram fixadas 

com solução de formaldeído a 10%, por 15 minutos. Em seguida, foi realizada a técnica 

imuno-citoquímica, conforme descrito anteriormente, utilizando-se o anticorpo anti-

Ki67 (Clone ab15580, Abcam, Cambridge, England). As lamínulas foram fotografadas 

usando o software AxioVision Rel. 4.8.2 (Carl Zeiss). As células Ki67 positivas foram 

contadas com o auxílio do software Image J e os resultados foram apresentados como a 

porcentagem média de células positivas, por campo. 

 

4.7.3 – Zimograma 

3×10
5
 células foram plaqueadas em triplicata em placas de 6 poços. Após um 

período de 24 horas, o meio foi removido e substituído por 1 mL de DMEM livre de 

soro. Em seguida, as células foram tratadas ou não (controle) com CCL3 (10 ng/mL) e 

mantidas por um período adicional de 24 e 72 horas. O sobrenadante foi então coletado 

para análise. Aproximadamente 20 µL do sobrenadante foi dissolvido em solução de 

12% SDS-PAGE (Cat. SM1841, Fermentas, Kent, UK) contendo 1 mg/mL de gelatina. 

O gel foi lavado com Triton X-100 a 2%, por 40 minutos e incubado com solução 

contendo 10 mM Tris–HCl e 5 mM CaCl2 por 16 horas a 37 °C. Em seguida, o gel foi 

corado com Coomassie blue 0,25% (Sigma-Aldrich) e subsequentemente lavado. A 

atividade das metaloproteinases de matriz MMP-2, MMP-8 e MMP-9 foi representada 

pela presença negativa das respectivas bandas. A análise semiquantitativa foi realizada 

utilizando-se o software Image J. Os resultados foram representados como a expressão 

de MMP-2, MMP-8 e MMP-9, calculados considerando a área sob cada pico. 
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4.7.4 – Ensaio de invasão celular 

O ensaio de invasão celular foi realizado com o uso de câmaras bipartidas. Para 

tanto, foi utilizada placa de 24 poços (Corning), nos quais foram colocados insertos 

(Boyden modificado) que os dividiam em compartimentos superior e inferior, conforme 

mostra a figura a seguir (FIG. 1). 

Fonte: http://www.corning.com/media/worldwide/cls/documents/CLS-CC-027REV6.pdf 

Figura 1 – Desenho esquemático ilustrando o ensaio de invasão celular. 

 

Uma membrana de policarbonato contendo poros de 8 μm de diâmetro estava 

presente no fundo de cada inserto. Além disso, foi utilizada matrigel (Cat.35423C, BD 

Biosciences, Bedford, MA) diluída em DMEM livre de soro, na proporção 1:1 para 

cobrir a superfície de cada membrana. Em seguida, as células (2x10
5
) receberam um 

pré-tratamento com CCL3 (Cat. DY270, R&D Systems) na concentração de 10 ng/mL, 

ou com anticorpo anti-CCL3 (clone FL-92; Santa Cruz Biotechnology) (20 µg/mL) ou 

com Evasina-1 (AS9001965, 10
-7

 M) (Serono Pharmaceutical Research Institute SA, 

Geneva, Switzerland), um antagonista de quimiocina que impede a ação de CCL3 

(FRAUENSCHUH et al., 2007). Após 45 minutos, as células foram lavadas e 

ressuspendidas em 250 μL de DMEM livre de soro e então plaqueadas no 
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compartimento superior do inserto. Foi utilizado DMEM contendo CCL3 (10 ng/mL) 

no compartimento inferior, para a estimulação. As células foram mantidas nessa 

condição por 72 horas, quando então seguiu-se a remoção do meio do compartimento 

superior para fixação das membranas em solução de formaldeído a 10% por 15 minutos. 

As células aderidas na superfície do compartimento inferior foram então coradas com 

Giemsa (Sigma-Aldrich). Cinco campos de cada poço foram fotografados no aumento 

original de 200 vezes utilizando um microscópio invertido (Zeiss Axiovert 40) e as 

imagens analisadas pelo software AxioVision Rel. 4.8.2 software (Carl Zeiss). As 

células que foram capazes de transmigrar pelos poros das membranas foram então 

contadas usando Image J e os resultados expressos como a porcentagem média de 

células, por campo. 

Ao final deste manuscrito é possível encontrar um fluxograma que 

esquematiza todos os experimentos descritos nesta seção de “Material e Métodos” 

(ANEXO D). 

 

4.8 – Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, versão 

5.0. Após testar a distribuição de normalidade dos dados, o teste t de Student ou a 

Análise de Variância (ANOVA) foram utilizados para comparar dois ou mais grupos 

experimentais, respectivamente. No caso de observação de significância estatística no 

teste One-way ANOVA, foi realizado o pós-teste Student-Newman-Keuls. Para amostras 

humanas foi realizada análise comparativa com Kruskall-Wallis, seguido do pós-teste de 

Dunn’s. Os resultados foram expressos como médias ± Erro Padrão da Média (E.P.M) e 

o nível de significância estatística foi estabelecido em p<0.05. Os resultados do PCR 
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array foram analisados pelo teste Mann-Whitney, e os valores corrigidos pelo 

procedimento de Benjamini – Hochberg.  
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5 – RESULTADOS 

 

 Os resultados deste trabalho serão apresentados na forma de dois artigos 

científicos: 

Artigo 1 “CCL3/CCR5 is critical for oral carcinogenesis”, submetido ao periódico Oral 

Oncology. 

Artigo 2 “Deletion of the atypical CC chemokine receptor ACKR2 does not modify 

experimental squamous cell carcinogenesis” em fase de preparação para submissão. 
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ABSTRACT 

 

 The chemokine CCL3 is a small chemotactic cytokine crucial for inflammatory 

cell recruitment in homeostatic and pathological conditions. CCL3 might affect cancer 

progression by stimulating leukocytes accumulation, angiogenesis and tumor growth. 

Objectives: The expression of CCL3 and its receptors (CCR1 and CCR5) was 

demonstrated in oral squamous cells carcinoma (OSCC), but their functions were not 

defined yet. Materials and Methods: Here, we assessed the function of CCL3 using a 

model of chemically-induced tongue carcinogenesis. In vitro experiments using lineages 

of OSCC were performed to analyze the effects of CCL3 on proliferation and invasion. 

Results: Results showed that chemically-induced lesions exhibited expression of CCL3. 

Mice deficient of CCL3 (CCL3
-/-

) and CCR5 (CCR5
-/-

) treated with chemical 

carcinogen presented reduced incidence of tongue tumors compared to wild-type (WT) 

and mice deficient for CCR1 (CCR1
-/-

). Consistently, microscopic analysis 

demonstrated attenuated cytomorphological atypia and reduced cell proliferation in 

lesions from CCL3
-/-

 and CCR5
-/-

-treated mice. We further demonstrate that OSCC from 

CCL3
-/-

 mice exhibited reduced expression of angiogenic factors (Egf, Tgf-β1), adhesion 

molecules (Itga-4, Vtn) and matrix metalloproteinases (Mmp-1a, Mmp-2 and Mmp-9). 

In vitro, CCL3 induced invasion and release of CCL5, IL-6, and MMP’s 2, 8 and 9 by 

neoplastic cells. Pharmacologic blockage of CCL3 impaired tumor cell invasion. 

Conclusion: Herein, we provide evidence of CCL3/CCR5 axis relevance for oral 

carcinogenesis. CCL3 is able to affect invasion ability of neoplastic cells and modify 

tumor microenvironment. These data reveal potential protective effects of CCL3 

blockade in oral cancer.  
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INTRODUCTION 

 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignancy of oral 

cavity worldwide [1,2]. OSCC is considered highly infiltrative, locally aggressive and 

frequently metastasizing to cervical lymph nodes [1,3]. 

Tumor behavior depends on malignant cell capabilities and tumor 

microenvironment, which directly affects tumor growth, invasion and metastasis [4]. 

The interaction of tumor cells and their supporting stroma is based on production of 

angiogenic factors, integrins, proteases, cytokines and chemokines [4,5]. Accumulating 

evidence suggest that chemokines might exert pro-tumorigenic effects in different types 

of tumors [6-10] including OSCC [11-15]. The mechanisms by which chemokines 

affect tumorigenesis may include regulation of inflammatory cell trafficking to tumor 

microenvironment, neovascularization, extracellular matrix remodeling, neoplastic cell 

motility and proliferation contributing to tumor growth and spreading [16-19]. In 

particular, the effects of CC chemokine CCL3 are little explored in cancer. A few 

studies have demonstrated increased expression of CCL3 in hepatomas, multiple 

myeloma and chronic lymphocytic leukemia [16, 20, 21]. Functional studies 

demonstrated that mice deficient for CCL3 and its receptor CCR1 were significantly 

protected from carcinogen-induced hepatocarcinogenesis [16]. Additionally, CCL3 

induced hepatoma cells to produce pseudopodia and migrate in vitro [22]. In a model of 

renal cell carcinoma, decreased incidence of metastasis was observed in mice deficient 

for CCL3 and CCR5 [18]. In the context of OSCC, one study previously showed the 

expression of CCL3 in tumor samples and metastatic lymph nodes and correlated it with 

poor cumulative survival [23]. Herein, we employed a model of chemically-induced 
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OSCC to investigate the role of CCL3/CCR1/CCR5 axis in oral carcinogenesis. We also 

used in vitro approaches to dissect the effects of CCL3 in OSCC cells.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

C57BL/6 (wild type - WT) 6-8 weeks male mice were obtained from Centro de 

Bioterismo, Instituto de Ciências Biológicas (CEBIO), Universidade Federal de Minas 

Gerais, Brazil. CCL3
-/-

 deficient mice were bred and obtained from Centro de Pesquisas 

René Rachou (Fiocruz Minas Gerais, Brazil). CCR5
-/-

 were generated as previously 

described [24]. CCR1
-/-

 deficient mice were obtained from Taconic Farms (New York, 

USA). Mice were maintained under standard conditions with a 12 h light/dark cycle, 

controlled temperature (24 ± 2 °C) and free access to commercial chow and water ad 

libidum, Ethics Committee in Animal Experimentation (protocol 12/2011). 

 

OSCC induction 

The induction of oral carcinogenesis was performed as previously described
 
[25, 

26]. Briefly, 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) (Sigma-Aldrich) was dissolved in 

ethylene glycol (Sigma-Aldrich) at 50 µg/mL or 200 µg/mL and stored at 4 °C. 

Experimental mice received 4NQO daily during 28 weeks and control mice (n=5, per 

group) received drinking water, only. After 28 weeks, mice were euthanized and tongue, 

cervical lymph nodes, liver, lungs, stomach, duodenum, jejunum, ileum and large 

intestine were collected for microscopic analysis. 
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Histopathological analysis 

Tongues and organs of 11 WT, 11 CCL3
-/-

, 6 CCR1
-/-

 and 8 CCR5
-/- 

treated mice 

were fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin wax, longitudinally cut (3 

µm sections) and stained with H&E. Tongue tumors were classified using scores 

(adapted from [27]): 0 – normal epithelial architecture, 1 - mild dysplasia (changes 

limited at basal third of lining epithelium), 2 - moderate (changes in two-thirds of lining 

epithelium), 3 - severe (more than two-thirds), 4 - carcinoma in situ (full thickness of 

the lining epithelium, without invasion of connective tissue) and 5 - invasive carcinoma 

(carcinomatous islands into connective tissue). Twenty consecutive fields were 

evaluated by two examiners (J.M.S and T.A.S) blinded from group status. The 

Intraclass Correlation Coefficient test was performed (ICC = 0.83) to validate the 

reliability of inter- and intra-examiner evaluations. 

 

Immunohistochemistry and cell counting 

Immunohistochemistry was performed in tongue sections using the streptavidin-

biotin method [28]. Briefly, slides were deparaffinized, dehydrated and rinsed in 

distilled water, followed by incubation with 0.3% hydrogen peroxide and Avidin/Biotin 

blocking system (Dako). Sections were then incubated with monoclonal mouse anti-

human Ki-67 (MM1, Novocastra), 4 ºC overnight. Negative controls were obtained by 

omission of primary antibody, which were substituted by 1% PBS-BSA. Cells were 

analyzed by light microscope (Axioskop 40 Zeiss) at 1000x original magnification, 

counted in 20 consecutive fields in two sections. 
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Human samples analysis 

Thirty three cases of OSCC, 39 cases of oral potentially malignant disorder 

diagnosed as Oral Leucoplakia (OLK) and 16 cases of clinically oral health mucosa 

(controls) were obtained from Laboratório de Patologia Bucal, Faculdade de 

Odontologia, Universidade Federal de Goiás and Hospital Araújo Jorge, Associação do 

Combate ao Câncer em Goiás, Goiânia (Ethics Committee approval 013/2010). OLK 

samples were graded (adapted from [27]) for epithelial dysplasia (20 light, 14 moderate 

and 5 high). CCL3 expression was evaluated by immunohistochemistry as described 

above using rabbit polyclonal anti-human CCL3 (FL-92, Santa Cruz) at 1:50. CCL3 

expression was quantified in epithelium and connective tissue by light microscopy in 10 

consecutive fields at 400x original magnification. 

 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

SCC tongue lesions (4NQO, n=3) and clinically normal tongue samples (control, 

n=3) were weighed and homogenized as described previously [28]. The homogenate 

was centrifuged (8 946 x g) at 4 ºC for 10 min and supernatant stored at -70 °C until 

analysis. The concentration of CCL3 was measured using commercially available kit 

(R&D Systems). The results are expressed as picograms of cytokines normalized for 

100 mg tissue ± standard deviation (SD). 
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Real Time PCR array  

Real Time PCR array was performed as previously described [29]. Total RNA 

was extracted with the RNeasyFFPE kit (Qiagen Inc) according to the manufacturer 

instructions. Real Time PCR array was performed in a Viia7 instrument 

(LifeTechnologies) using custom panels "Wound Healing" (PAMM-121) and 

"Inflammatory cytokines and receptors" (PAMM-011) (SABiosciences). Data were 

analyzed by the RT2 profiler PCR Array Data Analysis online software 

(SABiosciences) for normalizing the initial geometric mean of three constitutive genes 

(GAPDH, ACTB, Hprt1), normalized by the control group and expressed as fold change 

relative to the control group. 

 

Cell Culture and MTS assay 

Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) cell lines (HN12 – 

metastatic obtained from metastatic lymph node) and (HN13 – non metastatic from 

primary squamous cell carcinoma of the tongue) [30] cultured in Dulbecco’s modified 

medium - DMEM (Sigma-Aldrich), supplemented with 10% FBS (Gibco), antibiotics 

and antimycotics (Cat. A5955, Sigma-Aldrich) in 5% CO
2
 at 37 °C. The CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) was used to determine cell 

viability according to the manufacturer’s instructions. Cells (1x10
5
) were plated on 96-

well plates (Corning Inc.) for 24, 48 and 72 hours before the addition of the MTS 

solution (tetrazolium compound and phenazine methosulfate) (Promega). 

Culture supernatants were collected at 24, 48 and 72 hours for ELISA using 

commercial available kits for detection of CCL3, CCL5, IL-6 and TNF-α (R&D 

Systems) as previously described. 
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Proliferation assay 

Cells (1x10
5
) were plated in 24-well plates (Corning) for 48 hours in serum-free 

DMEM (control) or in presence of CCL3 (10 ng/mL). After incubation, supernatant was 

removed and immunohistochemistry was performed as described above using anti-Ki67 

(ab15580, ABcam). Ki67 positive cells were counted using the Image J software. 

 

Zymogram assay 

Cells (3×10
5
) were plated in a 6-well plate. After 24 h, medium was changed to 

1 ml of serum-free DMEM, then, cells were treated or not (control) with CCL3 (10 

ng/mL) and maintained for additional 24 and 72 hours. Twenty microliters of 

supernatant were resolved by 12% SDS-PAGE (Cat. SM1841, Fermentas) containing 1 

mg/mL gelatin. The gel was washed with 2% Triton X-100, incubated in 10 mM Tris–

HCl and 5 mM CaCl2 for 16 hours, 37 °C and then, stained with 0.25% Coomassie blue 

(Sigma-Aldrich). 

 

Invasion assay 

The cell invasion assay was performed in 24-well plates using modified Boyden 

chamber inserts with a polycarbonate filter membrane containing 8 μm pores. Matrigel 

(Cat.35423C, BD Biosciences) was diluted 1:1 with serum-free medium and used to 

coat the filter membranes. Cells (2×10
5
) were pre-treated with CCL3 (Cat. DY270, 

R&D Systems) (10 ng/mL), antibody anti-CCL3 (FL-92; Santa Cruz Biotechnology) 

(20 µg/mL) or Evasin-1 (AS9001965, 10
-7

 M) (Serono Pharmaceutical Research 

Institute SA), a chemokine-bind protein that depletes CCL3 [31]. After 45 minutes, cells 

were re-suspended in 250 μL serum-free DMEM and seeded onto the upper 

compartment. DMEM containing CCL3 (10 ng/mL) was used in the lower chamber for 
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stimulation. After 72 h, filters were fixed in 10% formalin for 15 min. Cells on the 

lower surface were stained with Giemsa (Sigma-Aldrich). Five fields were 

photographed at 200x original magnification using a Zeiss Axiovert 40 inverted 

microscope and processed using the AxioVision Rel. 4.8.2 software (Carl Zeiss). 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software Inc.). The Student t Test was performed after checking for data 

normality. Comparative analysis was performed by the Kruskall-Wallis, followed by 

Dunn’s multiple comparison post test for human specimens. The results are reported as 

the means ± SD. P values <0.05 are considered to be statistically significant. 
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RESULTS 
 

CCL3 production during experimentally-induced and human SCC 

We first evaluated CCL3 expression in chemically-induced SCC lesions and the 

concentration of CCL3 was significantly increased after 4NQO treatment when 

compared to non-treated controls (P<0.05) (Fig. 1). 

 

 

FIGURE 1 – CCL3 concentration in SCC tongue lesions of C57BL/6 mice treated with 

chemical carcinogen 4NQO for 28 weeks. Control mice received drink water along the 

experimental period. n=3, per group. * P< 0.05 in relation to control. 
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Next, we analyzed the CCL3 expression in human samples of healthy oral 

mucosa, Oral Leukoplakia (OLK) with different grades of epithelial dysplasia, and 

primary OSCC samples. CCL3 expression was markedly up-regulated in epithelial cells 

of OSCC (parenchyma) (Fig. 2C and 2D) when compared with healthy oral mucosa 

(Fig. 2A and 2D) and OLK (Fig. 2B and 2D). Additionaly, increased CCL3 expression 

by epithelial cells in healthy oral mucosa in relation to OLK was seen. CCL3 was also 

detected in connective tissue (stroma) and results showed a significant increase in oral 

healthy mucosa compared to OLK with different grades of dysplasia. On the other hand, 

no difference between CCL3 expression in stromal cells of samples of oral healthy 

mucosa and OSCC was seen (Fig. 2D). 
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FIGURE 2 – Immunohistochemical expression of CCL3 in samples of human oral healthy mucosa (A), oral Leucoplakia (OLK) (B) and OSCC 

primary tumors (C). (D) The results are presented as the mean percentage of CCL3
+
 cells in epithelium (parenchyma) and connective tissue 

(stroma). 
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SCC tumor formation is reduced in CCL3 and CCR5 deficient mice 

Our next approach consisted of inducing oral carcinogenesis in mice lacking 

CCL3 or its receptors CCR1 and CCR5. SCC was induced by 28 weeks of treatment 

with 4NQO, as previously reported [25,32]. Clinically, SCC occurred as exophytic, 

papillomatous, white and base-attached tongue lesions (Fig. 3C). Comparatively, SCC 

tongue tumors formation was more prominent in WT (Fig. 3C) than CCL3
-/-

-treated 

mice (Fig. 3D). No changes in tongue surface were observed in control groups (Fig. 3A 

and 3B). 

 

FIGURE 3 – Clinical findings in tongue of WT and CCL3
-/-

 mice after 4NQO 

treatment (n=6 and n=7, respectively). Macroscopic appearance of WT (A) and CCL3
-/-

 

(B) control mice. (C) and (D) represent characteristics of SCC induced lesions in WT 

and CCL3
-/- 

treated mice, respectively. Asterisks indicate clinical lesions (Barr = 0.1 

cm).  
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Microscopic analysis was consistent with clinical findings and showed 

pronounced cytomorphological atypia (P<0.05), with 100% of lesions graded as 

carcinoma in situ and invasive carcinoma (scores 4 and 5, respectively) in WT-treated 

mice (Fig. 4C and 4G). In contrast, CCL3
-/-

-treated mice presented lesions with lower 

grade of cellular atypia and severity, with 57% of the lesions graded as moderate and 

severe dysplasia (scores 2 and 3, respectively) (Fig. 4D and 4G) and 43% classified as 

carcinoma in situ. Accordingly, CCL3
-/-

-treated group had significantly reduced Ki67 

immunopositivity, when compared with WT-treated mice (Fig. 4F, 4E and 4H). No 

changes were seen in epithelium architecture in control groups (Fig. 4A, 4B and 4G). 
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FIGURE 4 – Microscopic findings of SCC-induced lesions in WT and CCL3
-/-

 mice after 4NQO treatment (n=6 and n=7, respectively). 

Histological characteristics of (A) WT and (B) CCL3
-/-

 control mice. Histopathological characteristics of SCC induced lesions of (C) WT and 

carcinoma in situ in (D) CCL3
-/-

 treated mice. Ki67 immunoexpression in tongue of (E) WT and (F) CCL3
-/-

 treated mice. G – Histopathological 

score of tongue lesions. H – Quantification of total Ki67
+
 cells in lesions from WT and CCL3

-/-
 control and treated groups. *P<0.05 in relation to 

respective control, #P<0.05 when comparing 4NQO- treated groups. 
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To confirm the relative protection of CCL3 deletion in oral carcinogenesis, a 

more “aggressive” OSCC model using high dose of 4NQO (200 µg/mL) was used [26]. 

Macroscopic and microscopic analysis revealed a similar incidence and clinical features 

of SCC lesions in tongue of WT mice treated with 50 or 200 μg/mL of 4NQO. Again, 

WT-treated mice exhibited increased tumor formation when compared with CCL3
-/-

-

treated mice (Fig. 5A, 5C and 5B, 5D respectively). Noteworthy, while WT-treated 

group exhibited pronounced cytological atypia and dysplasia (100% of lesions were 

graded as invasive carcinoma – score 5), CCL3
-/-

-treated mice
 
did not present any score 

of “invasive carcinoma” (data not shown). 

 

FIGURE 5 – Clinical and microscopic findings in WT and CCL3
-/-

 mice after 4NQO 

treatment at 200 µg/mL (n=7 and n=4, respectively). Macroscopic tongue appearance of 

(A) WT and (B) CCL3
-/-

 -treated mice. Asterisks indicate clinical lesions (Barr = 0.1 

cm). (C) and (D) represent respectively, the histopathological findings in WT and 

CCL3
-/-

-treated mice.  
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CCR1
-/-

-treated mice presented similar production of tumors (Fig. 6A) and 

histopathological score (Fig. 6C and 6G) in comparison with those WT-treated mice 

(Fig. 6G). In contrast, CCR5
-/-

-treated mice exhibited reduced incidence of tumor 

formation (Fig. 6B) and lower histopathological scores (Fig. 6D, 6G) that was similar to 

those CCL3-treated mice (Fig. 6G). Moreover, proliferative activity was decreased in 

lesions from CCR5
-/-

-treated mice compared with CCR1
-/-

-treated mice (Fig. 6F, 6E and 

6H). CCR1
-/-

 and CCR5
-/-

 control groups did not present any changes in tongue surface 

(data not shown) or abnormalities in epithelium architecture (Fig. 6G). 

The histopathological analysis of cervical lymph nodes and organs revealed no 

occurrence of metastasis after treatment with different doses of 4NQO. However, liver 

of treated mice presented variable degrees of hepatocytes tumefaction, steatosis and 

hemorrhage. The stomach and intestine also presented variable degrees of 

hyperqueratosis, hyperplasia and inflammation. These findings were similar for all 

groups of treated-mice (data not shown). 
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FIGURE 6 – Clinical and microscopic findings in tongue lesions of CCR1
-/-

 and CCR5
-/-

 mice after 4NQO treatment (n=6 and n=8, 

respectively). Macroscopic tongue appearance of CCR1
-/-

 (A) and CCR5
-/-

 (B) treated mice. Asterisks indicate clinical lesions (Barr = 0.1 cm). C-

D and E-F represent respectively, the histopathological findings and Ki67 immunoexpression in tongue of CCR1
-/-

 (C and E) and CCR5
-/-

 (D and 

F) treated mice. G – Histopathological score of tongue lesions. H – Quantification of total Ki67
+
 cells in WT, CCL3

-/-
, CCR1

-/-
 and CCR5

-/- 

control and treated groups *P<0.05 in relation with respective control, #P<0.05 when comparing 4NQO- treated groups. 
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Mice lacking CCL3 have reduced expression of angiogenic factors and ECM 

components in SCC lesions 

Since we have observed reduced SCC formation in CCL3 deficient mice, we 

next evaluated if expression of angiogenic factors, cytokines and ECM components 

would be consistently affected at the tumor milieu by absence of CCL3. WT-treated 

mice presented significantly increased expression of proliferative and angiogenic factors 

Egf , Fgf1, Tgfβ1,Vegfa and Vegfb - and inflammatory cytokines - Il-6 and Tnf-α. 

Additionaly, there was increased expression of matrix components - Col1a1, Mmp-1a, 

Mmp-2, Mmp-9 - and adhesion molecules - Itga4 and Vtn in WT-treated mice in relation 

to non-treated group (Fig. 7A). On the other hand, CCL3
-/-

-treated mice had 

significantly decreased expression of angiogenic factors Egf, Fgf1, Tgfβ1, Vegfa, Vegfb, 

inflammatory cytokines Il-6 and Tnf-α, matrix components, Mmp-1a, Mmp-2, Mmp-9, 

and adhesion molecules Itga4, Vtn (Fig. 7B). 



77 

 

 

FIGURE 7 – Pattern of expression of angiogenic, pro-inflammatory cytokines, 

adhesion molecules and extracellular matrix components in SCC-induced lesions by 

PCR array in WT and CCL3
-/- 

mice (n=5 per group). (A) Results after analysis 

comparing WT control and WT treated mice. (B) WT treated compared with CCL3
-/-

 

treated mice. Results were expressed as fold change relative to the control group after 

being normalized as the initial geometric mean of three constitutive genes (GAPDH, 

ACTB, Hprt1). * P<0.05. 
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CCL3 stimulated cell proliferation and induced expression of cytokines and MMP’s 

The evidence obtained in our previous experiments suggested that lack of CCL3 

turned down pathways associated with invasiveness and proliferation in SCC. Next we 

sought to investigate if CCL3 directly affects neoplastic cell. Initially, we assessed 

CCL3 production by metastatic (HN12) and non-metastatic (HN13) lineages under 

steady state conditions, and observed that the metastatic lineage produced increased 

levels of CCL3 in relation to the non-metastatic (35.69±1.55 and 13.97±8.35, 

respectively). HN12 was then selected for subsequent experiment due to its metastatic 

behavior. We then determined the effect of different CCL3 concentrations (5, 10 or 20 

ng/mL) on cellular viability. CCL3 at 10 ng/mL did not affect cell integrity and this 

concentration was used in subsequent experiments. Results showed that under CCL3 

stimuli, HN12 cells produced significantly increased levels of CCL5 and IL-6 as 

compared with control (Fig. 8A and 8B). Levels of TNF-α did not increase significantly 

after CCL3 stimulation (Fig. 8C). As extracellular matrix components degradation is an 

essential step to tumor invasion [33] we analyzed if CCL3 would induce the expression 

of matrix metalloproteinases (MMPs). Indeed, there was a significant increase in 

production of MMP-2, MMP-8 and MMP-9 after CCL3 treatment (Fig. 8D, 8E and 8F). 

On the other hand, HN12 cultures stimulated with CCL3 had similar proliferation, as 

measured by expression of Ki67, in comparison with control (non-stimulated HN12 

cells in DMEM-serum free media) (Fig. 8G). 
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FIGURE 8 – Production of CCL5 (A), IL-6 (B) and TNF-α (C) by HN12 cultured cells after stimulation or not (control) with CCL3. Zymogram 

analysis of secreted MMP-2 (D), MMP-8 (E) and MMP-9 (F) by HN12 cells stimulated or not with CCL3. (G) Percentage of total HN12 Ki67
+
 

cells stimulated with CCL3. Experiments were performed in triplicate and results are representative of three independent experiments. *P<0.05 

in relation with control. 
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Blockade of CCL3 significantly impaired invasion of HN12 cells in vitro 

Previous results showed that CCL3 affects cell proliferation and ECM 

remodeling, then, we tested if CCL3 induces invasion of neoplastic cells in vitro. 

Results showed that after treatment with CCL3 (10 ng/mL), a significant increase of 

cells that invaded through membranes was seen in comparison with control group 

(P<0.05; Fig. 9). We further analyzed if therapies blocking CCL3 could prevent CCL3-

mediated invasion. Treatment with anti-CCL3 antibody significantly impaired invasion 

of HN12 cells in relation to cells treated with CCL3. Evasin-1 also decreased the 

number of invaded cells (Fig. 9). Our results provide definitive evidence that CCL3 is 

relevant for oral carcinogenesis, regulating tumor cell interactions and neoplastic cells 

behavior. 

 

FIGURE 9 – Effect of pharmacological blockage of CCL3 on invasion of HN12 

(metastatic) cells. Cells were first pre-treated with anti-CCL3 antibody (20 µg/mL) or 

Evasin-1 (10
-7

 M) and then, stimulated with CCL3 (10 ng/mL). Non-stimulated HN12 

cells comprised the control group. Y axis represents the quantification of total number 

of invaded HN12 cells. Experiments were performed in triplicate and results from three 

independent experiments were considered. *P<0.05 in relation to control, #P<0.05 when 

comparing with CCL3-treated group.  
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DISCUSSION 

 

The main findings of this study can be summarized as follows: 1) Enhanced 

expression of CCL3 was detected in experimentally-induced and human carcinogenesis; 

2) Absence of CCL3 and CCR5, but not CCR1, reduced chemically-induced SCC 

formation as confirmed by clinical presentation, decreased histopathological scores and 

lower proliferative activity of lesions; 3) Oral carcinogenesis in the absence of CCL3 is 

associated with attenuated expression of angiogenic factors, cytokines and matrix 

metalloproteinases; 4) In vitro, CCL3 directly stimulates tumor cells to invade and 

produce cytokines and matrix metalloproteinases; 5) Specific effects of CCL3 on tumor 

cells were proved by using CCL3 antagonists. Finally, our results clearly demonstrated 

the relevance of CCL3 acting via CCR5 in oral carcinogenesis. This is the first study 

that provides mechanistic data linking CCL3 to oral cancer. 

We first observed an increased CCL3 expression in human OSCC and 

experimentally-induced tongue carcinomas. Accordingly, CCL3 levels were shown to 

be increased in different types of tumors as hepatomas [16], multiple myeloma [20] and 

chronic lymphocytic leukemia [21]. We also verified the contribution of epithelial cells 

expressing CCL3 in human OSCC samples, which was higher compared with oral 

health mucosa and potentially malignant disorder OLK. OLK with different grades of 

epithelial dysplasia exhibited similar CCL3 expression what may suggest that this 

chemokine does not affect early stages of oral carcinogenesis. However, this topic needs 

to be further explored once malignant transformation rates in OLK could not be clearly 

defined [34]. Different from OSCC, in which CCL3 is significantly expressed in 

epithelium, in oral health mucosa there is a balanced expression in epithelium and 
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connective tissue. These findings might account for a role of CCL3 also in oral mucosa 

homeostasis as described in other processes [35]. 

Previous data from our group showed that CCL3 expression in primary OSCC 

was related with poor cumulative survival rates [23]. These results indicated a possible 

functional role for CCL3 in oral tumorigenesis and prompted us to explore it. Because 

of intrinsic limitations as the variability of tumors, stage and parameters analyzed in 

studies with human samples we herein used an acceptable model of oral carcinogenesis 

by administration of the water-soluble chemical carcinogen 4NQO. In our conditions, 

4NQO treatment was efficient to produce tongue tumors as described elsewhere [25,32]. 

However, our data are not similar to a previous one [26], since no metastasis in cervical 

lymph nodes and other organs was detected using a high dose of carcinogen. 

Treatment with 4NQO resulted in squamous cell carcinoma lesions formation in 

tongue of mice. Most of lesions analyzed were exophytic, papillomatous, white and 

base-attached. However, in the absence of CCL3 and CCR5, but not of CCR1, SCC 

formation was significantly reduced. Accordingly, microscopic analysis revealed 

decreased histopathological scores and decreased proliferative activity of lesions in 

mice lacking CCL3/CCR5. To date, this is the first demonstration that CCL3 preferably 

binding to CCR5 influences oral carcinogenesis. Other two studies found similar results 

where deficiency of CCL3/CCR5 system resulted in significantly reduced tumor 

formation and reduced lung metastasis [18,19]. On the other hand, a study demonstrated 

that absence of CCL3/CCR1 but not CCL3/CCR5 resulted in decreased incidence of 

hepatocellular carcinoma [17]. Such discrepancy could be explained due to differences 

in mice models and tumors in these studies. 

Previous data from our group and others have highlighted the participation of 

other chemokines and receptors in OSCC development [11-15]. Some of these 
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molecules are capable of influencing pivotal events in tumorigenesis as regulation of 

inflammatory cell trafficking to tumor microenvironment and neovascularization 

[36,37]. In attempt to dissect if CCL3 affects tumor milieu we evaluated the expression 

of molecules involved with tumor proliferation (EGF, TGF-β and TNF-α) [38,39] and 

angiogenesis (Tgf-β1, Vegfa, Vegfb) [40-42]. We demonstrated that in the absence of 

CCL3, the expression of markers Egf, Tgf-β1, Vegfa, Vegfb, Il-6, Tnf-α, Itga4, Vtn was 

significantly reduced. Previous studies corroborate these findings where reduced 

expression of angiogenic markers were observed in tumors from CCL3 deficient mice 

[17,18]. The decreased expression of adhesion molecules such as Itga4 and Vtn in SCC 

lesions from CCL3 deficient mice may be indicative that CCL3 also interferes with 

neoplastic cells adhesion and motility within tumor microenvironment as described for 

other tumor types [43]. 

In vitro experiments account for a direct effect of CCL3 in neoplastic cells. First, 

we have observed abundant basal CCL3 production in vitro by HNSCC cell line with 

metastatic potential, as previously reported [44]. Although we observed in vivo the 

decreased Ki67 immunopositivity in mice lacking CCL3/CCR5, CCL3 stimulated 

HN12 cells proliferation similarly when compared with non-stimulated cells. 

Collectively, results indicate that CCL3 is not essential to induce cell proliferation at 

tumor sites because in vivo data probably resulted from reduced incidence of tumor 

formation in CCL3 and CCR5 deficient mice. On the other hand, HN12 cells were 

found to produce CCL5, IL-6 and TNF-α under CCL3 stimuli, consistently with 

reduced expression of these molecules in tongue tumors of CCL3 deficient mice, 

notably regarding the IL-6 and TNF-α. Accordingly, previous studies demonstrated the 

pro-inflammatory and pro-tumorigenic effects of IL-6, influencing tumor angiogenesis 



84 

 

for example [45]. From these results, we can hypothesize that CCL3 produced by 

neoplastic cells have autocrine and paracrine effects at tumor sites. 

Tumor microenvironment remodeling is a critical step for invasion and 

metastasis [33]. MMP’s production in OSCC tissues are chief in this processes [46,47]. 

In vitro, we verified that HN12 cells showed increased MMP’s production and 

invasiveness when stimulated with CCL3. Interesting, SCC samples from CCL3 

deficient mice exhibited diminished expression of Mmp-1a, Mmp-2 and Mmp-9. 

Additionally, we observed that Timp1 and Col1a1 were consistently up-regulated in 

absence of CCL3. These results are similar to previous findings pointing CCL3 as 

stimuli for MMP-9 expression in metastatic murine lung tumors [18]. Confirming the 

specificity of CCL3 effect, a significant reduction in cellular invasion was observed by 

CCL3 antagonism. Similarly, previous data showed CCL3-induced pseudopodia 

formation in hepatoma cells [22]. The use of specific drugs to inhibit CCL3/CCR5 

activity could represent potential strategies in context of oral cancer. In this regard, the 

use of Evasin-1, a binding-CCL3 protein [48-50], significantly reduced CCL3-mediated 

invasion by HNSCC cell line. 

In conclusion, current findings provide definitive evidence of CCL3-CCR5 axis 

contribution in experimental oral carcinogenesis. Collectively, results suggest that 

CCL3 endogenously produced display direct regulatory effects in tumor cells and 

probably in neighboring cells at tumor sites. Moreover, CCL3 signaling affects 

pathways involved in tumor angiogenesis and tumor invasiveness through induction of 

extracellular matrix remodeling and gain of mobility of neoplastic cells. 
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ABSTRACT 

 

 Chemokines and chemokine receptors are considered critical in oral 

tumorigenesis. The atypical chemokine receptor ACKR2 is a scavenger of CC 

chemokines controlling the availability of these molecules. In this study, we evaluate if 

the deletion of ACKR2 affects oral carcinogenesis. WT and ACKR2 deficient mice 

(ACKR2
-/-

) were treated with 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) in drinking water for 28 

weeks. Tongues were collected for macro and microscopic analysis and to evaluate 

expression of CC chemokines and its receptors, inflammatory cytokines, angiogenic 

factors, adhesion molecules and extracellular matrix components. Results revealed 

similar incidence of squamous cell carcinoma (SCC) lesions in WT and AKCR2
-/-

 mice. 

Consistently, microscopic analysis showed similarity in histopathological parameters in 

both mice lineages. The mRNA expression of CC-chemokines, CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL12 and the receptors CCR1, CCR2 and CCR5 were increased in tongue 

lesions of both groups in relation to controls. However, SCC lesions of ACKR2
-/-

 

exhibited higher expression of CCL2, IL-6 and IL-17 than WT mice. The results 

suggest that deletion of ACKR2 affects tumor microenvironment, but these changes are 

not sufficient to modify the course of chemically-induced oral carcinogenesis in mice. 
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INTRODUCTION 

 

 Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common oral neoplasm 

worldwide and frequently presents an unfavorable prognosis (Ferlay et al., 2014; 

Warnakulasuriya, 2009). The locally infiltrative and metastasizing behavior of OSCC is 

linked to neoplastic cells and their surrounding stroma. It comprises a wide range of 

molecules influencing angiogenesis, tumor growth, invasion and metastasis 

(Koontongkaew, 2013). In this regard, chemokines display critical functions in oral 

tumorigenesis (reviewed by Silva et al., 2016). Some studies showed that CC 

chemokines e.g. CCL2, CCL5, CCL7, CCL21 and respective receptors have pro-

tumorigenic effects in vitro and/or in vivo (Li, et al., 2014; Chuang et al., 2009; Shang et 

al., 2009; Jung et al., 2009). Moreover, an increased expression of CC chemokines was 

detected in OSCC (Ferreira et al., 2008; Silva et al., 2007) and in experimentally-

induced oral carcinomas (Silva et al., 2014). The availability of these molecules in 

tumor microenvironment is regulated by atypical chemokine receptors, recently 

characterized, as ACKR2 (previously named D6) (Vetrano et al., 2010; Jamieson et al., 

2005; Savino et al., 2014; Langenes et al., 2013). ACKR2 binds with high affinity to 

CC chemokines acting as “scavenger” (i.e. internalizing, but without triggering 

intracellular signaling function) and therefore, controls tumor-associated inflammatory 

response in vivo (Massara et al., 2016; Vetrano et al., 2010; Jamieson et al., 2005). This 

receptor is expressed in tissues and cell types from distinct sources, as in lymphatic cells 

(Hansell et al., 2015), skin (Jamieson et al., 2005) and by neoplastic cells (Langenes et 

al., 2013; Savino et al., 2014). 

The protective effects of ACKR2 was demonstrated in Kaposi Sarcomas (Savino 

et al., 2014), chemically skin-induced tumors (Nibbs et al. 2007), breast cancer (Wu et 
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al., 2008), and colon adenocarcinomas (Langenes et al., 2013). To date, no studies have 

focused in ACKR2 in oral cancer. Therefore, in the current study the involvement of 

ACKR2 in oral tumorigenesis was investigated employing a chemically-induced model 

of squamous cell carcinoma in mice. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

C57BL/6 (wild type - WT) 6-8 weeks male mice were obtained from Centro de 

Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas (CEBIO), Universidade Federal de 

Minas Gerais, Brazil. ACKR2
-/- 

deficient mice were bred and obtained from Laboratory 

of Pulmonary Immunology and Mechanics, Department of Physiology and Biophysics, 

Institute of Biological Sciences, Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil. Mice 

were maintained in the Immunopharmacology laboratory’s animal facility under 

standard conditions with a 12 h light/dark cycle, controlled temperature (24 ± 2°C) and 

free access to commercial chow and water ad libidum. All experimental procedures 

described in the current study were approved by the institutional Ethics Committee in 

Animal Experimentation (protocol 12/2011). 

 

Experimental OSCC induction 

The induction of oral carcinogenesis was performed as previously described
 

(Tang et al., 2004; Li et al., 2013). The 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) (Sigma-

Aldrich) was obtained as a powder, dissolved in ethylene glycol (Sigma-Aldrich) and 

stored at 4 °C until administration. Weekly, a stock solution was prepared and diluted in 

mice drinking water at 50 µg/mL. Experimental mice received 4NQO daily during 28 

weeks and control mice (n=5 per group) received drinking water for the same period. 

As a purpose of stablishment of lymph node metastasis model, mice were also submited 

to treatment with 4NQO at 200 µg/ml, as previously reported, (LI et al.,2013). Mice 

were treated during 20 weeks, when 4NQO was substituted by water and mice were 

followed until the twenty-eighth week. 
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No difference of mean intake of 4NQO or water was observed among groups. 

After 28 weeks, mice were euthanized and tongue, cervical lymph nodes, liver, lungs, 

stomach, duodenum, jejunum, ileum and large intestine were collected for microscopic 

analysis. Tongues were photographed for macroscopic analysis. 

 

Light microscopy analysis 

The tongues, cervical lymph nodes, liver, lungs, stomach, duodenum, jejunum, 

ileum and large intestine of 11 WT and 11 ACKR2 deficient mice were fixed in 10% 

buffered formalin, embedded in paraffin wax, longitudinally cut (3 µm sections) and 

stained with H&E. The histopathological analysis of tongue sections was performed by 

two examiners (J.M.S and T.A.S) that were properly blinded from the group status. The 

Intraclass Correlation Coefficient test was performed to validate the reliability inter- and 

intra-examiner. Ten representative fields were considered and the histopathological 

grading of tongue lesions was performed taking into account the following scores 

(adapted from Barnes et al., 2005): 0 – normal epithelial architecture, 1 - mild dysplasia 

(changes limited at basal third of lining epithelium), 2 - moderate (changes present in 

two-thirds of lining epithelium), 3 - severe (more than two-thirds of epithelium 

affected), 4 - carcinoma in situ (full thickness of the lining epithelium, but without 

involvement of the connective tissue) and 5 - invasive carcinoma (carcinomatous 

islands into the connective tissue). At least three sections of each organ were evaluated 

by a general pathologist (M.A.R) blinded of group status. 
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Immunohistochemistry and cell counting 

The immunohistochemical staining was performed using the streptavidin-biotin 

method as previously reported (Silva et al., 2014). Briefly, sections of mouse tongue 

tumors were deparaffinized, dehydrated and rinsed in distilled water. The antigen 

retrieval was performed at 96 ºC for 25 minutes in citric acid buffer (pH=6.0), then, 

slides were incubated with 0.3% hydrogen peroxide 15 minutes twice and with 

Avidin/Biotin blocking system (Dako) following the manufacturer instructions. Then, 

sections were incubated at 4 ºC overnight with rabbit polyclonal anti-mouse Ki-67 

(cat.15580, ABcam) followed by incubation with LSAB Secondary Antibody Kit 

(Dako). Negative controls were obtained by omission of primary antibody, which were 

substituted by 1% PBS-BSA. The Ki67 immunostained cells were analyzed by light 

microscope (Axioskop 40 Zeiss) at 1000x original magnification and counted in 20 

consecutive fields in two sections. Results are expressed as the total number of Ki67
+
 

cells in all epithelial layers, per field. 

 

Real Time PCR array  

Real Time PCR array reactions were performed as previously described (Vieira 

et al., 2015). Briefly, the total RNA was obtained from gross lesions and from clinically 

normal tongue samples (n=4 per group). Extraction was performed with the 

RNeasyFFPE kit (Qiagen Inc) according to the manufacturer instructions. The 

complementary DNA was synthesized by reverse transcription reaction (Superscript III, 

Invitrogen) from 3 µg of total RNA and Real Time PCR array was performed 

employing a custom panel containing the targets "Wound Healing" (PAMM-121) and 

"Inflammatory cytokines and receptors" (PAMM-011) (SABiosciences). Data were 

analyzed by the RT2 profiler PCR Array Data Analysis online software 
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(SABiosciences) for normalizing the initial geometric mean of the constitutive genes 

GAPDH, ACTB and Hprt1 and subsequently normalized by the control group, and 

expressed as fold change relative to the control group. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software Inc.). The Student t Test was performed after checking for data 

normality. The results are reported as the means ± SD. P values <0.05 are considered to 

be statistically significant. For PCR array data, statistical significance was evaluated by 

the Mann-Whitney test, and the values tested for correction by the Benjamini - 

Hochberg Procedure. 
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RESULTS 

 

 In this study we first aimed to dissect the significance of the atypical chemokine 

receptor ACKR2 in chemically-induced oral squamous cell carcinoma in tongue of WT 

and ACKR2
-/-

 deficient mice. Clinic examination of SCC-induced lesions showed 

apparent similarity in tumors induced by 4NQO (50 µg/mL) treatment. The lesions were 

mostly exophytic (protruding from tongue surface) or papillomatous, whitish and base 

attached (Fig. 1C and 1D). No macroscopic changes in tongue surface were observed in 

the control groups (Fig. 1A and 1B). 

 

FIGURE 1 – Clinical findings of SCC-induced lesions in WT and ACKR2
-/-

 mice after 

4NQO treatment (n=5, per group). Macroscopic tongue appearance of WT (A) and 

ACKR2
-/- 

(B) control mice (n=5 per group). SCC gross lesions in WT (C) and ACKR2
-/-

(D) -treated mice. Asterisks indicate clinical lesions (Bar = 0.1 cm).  
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 Microscopic analysis was consistent with clinical findings and results showed 

increased cytomorphological atypia and similar scores of epithelial dysplasia in WT and 

ACKR2
-/-

-treated groups (Fig. 2C, 2D and 2G). The immunohistochemical staining 

revealed significantly increased percentage of Ki67
+ 

keratinocytes in lining epithelium 

and connective tissue in both treated groups after 4NQO treatment in relation to 

respective control groups (Fig. 2H). However, no significant difference was seen when 

comparing WT and ACKR2
-/-

 treated mice (Fig. 2H). 

 In addition, WT and ACKR2
-/-

 mice were submitted to a “more aggressive” 

OSCC model by using four times greater concentration of 4NQO (200 µg/mL). 

Consistently, results showed increased cytomorphological atypia and lesions were 

graded with the worse epithelial dysplasia score (100% invasive carcinoma) in WT and 

ACKR2
-/-

 treated groups, but no differences were observed between treated groups in 

both concentrations tested (Fig. 2E, 2F and 2G). 
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FIGURE 2 – Representative photomicrographs of histopathological findings in control and treated mice after 4NQO (n=5, per group). A and B 

– Absence of epithelial abnormality in WT and ACKR2
-/-

 control mice. C and D represent the microscopic aspect of WT and ACKR2
-/-

 treated 

with 4NQO at 50 µg/mL, and E and F WT and ACKR2
-/-

 at 200 µg/mL. G – Histopathological score of tongue lesions. H - Quantitative analysis 

of Ki67 immunoexpression in basal and suprabasal epithelial layers in control and mice treated with 4NQO at 50 µg/mL. *p<0.05 in relation to 

respective control. 
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 Taking into account the CC chemokine “scavenging” ability reported to ACKR2 

in controlling tumor-associated inflammatory response, we next analyzed the expression 

of CC-chemokines and their receptors. We also evaluated the inflammatory cytokines 

Interleukin (IL)-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, Interferon gamma - IFN-γ, and 

Tumor Necrosis Factor-alpha – TNF-α in tongue lesions. Interestingly, results showed 

important increase of chemokines CCL3 and CCL5 - and their receptors CCR1, CCR2 

and CCR5, as well as CCL4 and CCL12 in both treated groups when compared with 

controls. In addition, the mRNA expression of chemokine CCL2 was found -one fold 

increase higher in SCC-induced lesions from ACKR2
-/-

 in relation to WT (Fig. 3A). 

Consistently, all inflammatory cytokines analyzed showed increase in WT and ACKR2
-

/-
-treated groups, except for IL-4. The expression of IL-6 and IL-17 were significantly 

enhanced in ACKR2
-/- 

-treated when compared to WT-treated mice (Fig. 3B). We 

further analyzed the expression of angiogenic factors, cellular adhesion molecules and 

extracellular matrix components. Results showed significant similar increased 

expression of angiogenic (Epidermal Growth Factor – Egf, Fibroblast Growth Factor 1 

– FGF1and FGF2, Vascular Endothelial Growth Factor a – Vegfa and Vegfb), the 

adhesion proteins (Collagen 1a1 – Col1a1, Col1a2, Integrin A4 – Itga4, and Vitronectin 

– Vtn) and extracellular matrix components (Matrix Metalloproteinase 1a – Mmp-1a, 

MMP-8, MMP-9, Tissue inhibitor of metalloproteinase1 - Timp1 and Timp3 and 

Serpine) in induced lesions of both groups after 4NQO treatment in relation to the 

controls (Fig. 3C). No significant differences were seen in the expression of these 

molecules when comparing SCC lesions from ACKR2
-/-

-treated and WT-treated mice 

(Fig. 3C). 
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FIGURE 3 – Molecular expression profile in tongues comparing ACKR2
-/- 

(n=4) and WT (n=4) mice after 4NQO treatment. A – Expression of 

CC chemokines and chemokine receptors, B – inflammatory cytokines expression and C – angiogenic, adhesion proteins and extracellular matrix 

remodeling markers. Results were expressed as fold change relative to the control group after being normalized by constitutive genes (GAPDH, 

ACTB, Hprt1). * P<0.05. 
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DISCUSSION 

 

 The atypical chemokine receptor ACKR2 promotes clearance of CC 

chemokines, controlling tumor-associated inflammatory responses (Nibbs et al., 2007; 

Vetrano et al., 2010, Wu et al., 2008). Previous studies highlighted the importance of 

CC chemokines in oral cancer (Li, et al., 2014; Chuang et al., 2009; Shang et al., 2009; 

Jung et al., 2010), but there are no information of ACKR2 effects in oral tumorigenesis. 

Our results demonstrated that ACRK2 deletion did not modify the clinical course of oral 

tumorigenesis in this mice model. Despite similarity of histopathological grade of SCC 

lesions, the expression of inflammatory molecules (CCL2, IL-6 and IL-17) was 

significantly increased in lesions of ACKR2 knockout mice. These results indicate that 

deletion of ACRK2 impacts on SCC microenvironment, but the changes are insufficient 

to modify tumor progression. 

Herein, both ACKR2
-/-

 and WT -treated mice had similar characteristics in 

induced-SCC lesions, regarding macroscopic and histopathological parameters. The 

current findings are in accordance with previous studies showing that mice lacking 

ACRK2 did not differ for hepatic tumor formation when compared with WT, but these 

mice exhibited significant increase of CC chemokines and leucocytes (Schneider et al., 

2012). On the other hand, preclinical models with constant induction of inflammation 

(i.e. DSS-induced colon cancer and DMBA/TPA skin-induced tumors) showed that 

mice lacking ACKR2 were more susceptible for tumor formation when compared to 

WT. Indeed, these studies have observed a predominant pro-inflammatory phenotype in 

absence of ACKR2 with significative accumulation of chemokines and massive 

infiltration of inflammatory cells (Vetrano et al., 2010; Nibbs et al., 2007). In addition, 

protective activities of ACKR2 were demonstrated by others, where down-regulation of 
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ACKR2 in colon adenocarcinomas correlated with increased expression of chemokine 

CCL22 and worse tumor parameters (Langenes et al., 2013). 

Because we did not observe significant difference in SCC induction between 

WT and ACKR2
-/-

, we submitted mice to a high-dose of 4NQO, as previously reported 

(Li et al., 2013). Nevertheless, no difference in clinical or microscopic parameters was 

detected between the groups. Also, high-dose of 4NQO did not induce lymph node 

metastasis or distant metastasis. In addition, the proliferative index of tongue lesions 

was consistent with our clinical and histopathological findings. An increased index of 

Ki67 staining were similarly seen in WT and ACKR2
-/-

 -treated mice suggesting that 

ACKR2 does not affect cell proliferation. However, a previous study did observe a 

significant increase of epidermal proliferation in basal and suprabasal layers after topic 

application of phorbol-ester in skin of ACKR2
-/-

 mice (Jamieson et al., 2005). 

The protective effects of ACKR2 are attributed to its anti-inflammatory 

properties due to reduced availability of inflammatory mediators and infiltration of 

leukocytes (Wu et al., 2008; Nibbs et al., 2007; Vetrano et al., 2010, Savino et al., 

2014). Interestingly, Schneider et al. (2012) showed that although DEN-induced 

hepatocarcinogenesis increased intrahepatic expression of CC chemokines and tumor-

associated inflammation in ACKR2
-/- 

mice, these changes were not sufficient to 

influence tumor formation and progression (Schneider et al., 2012). Regarding our 

findings, one important point that deserves discussion is that by 4NQO-induced SCC 

usually does not exhibit pronounced immune cell infiltration (Gannot et al., 2004; Silva 

et al., 2014). Moreover, the experimental design with one point evaluated in time (28 

weeks of carcinogen treatment), precludes drawing inferences of ACKR along 

neoplastic events. From this, the current results do not allow us to exclude ACKR2 

relevance on oral carcinogenesis. Moreover, other ACKR’s were implicated in cancer 
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progression (Massara et al., 2016). In this regard, ACKR1 (previously called DARC), 

ACKR2 and ACKR4 (CCX-CKR) showed protective roles in tumors. For example, 

ACRK1 which is expressed by red blood cells promoted scavenging of angiogenic 

chemokines and suppressed blood vessel density and prostate tumor growth (Shen et al., 

2006). ACKR2 inhibited leukocyte infiltration and consequently inflammation in 

tumors (Nibbs et al., 2007, Vetrano et al., 2010; Savino et al., 2014). Moreover, ACKR4 

was demonstred to control tumor growth and metastasis because its properties of 

scavenging homeostatic chemokines CCL19/CCL21 in hepatocelullar carcinomas (Shi 

et al., 2014). On the other hand, ACKR3 (termed CXCR7) exhibited dual functions in 

breast cancer once its expression by cancer cells promoted tumor proliferation and 

angiogenesis (enhancing microvessel density and VEGFa) in vitro, whereas it was able 

to impair cell invasion in response to metastatic chemokine CXCL12 in vivo and in 

vitro (Hernandez et al., 2011). These findings clearly indicate that ACKR’s deserve 

further investigation in oral cancer. 

Because tumor milieu is a rich environment that comprises a wide range of 

molecules as chemokines, growth factors, inflammatory mediators that may interfere 

with tumorigenesis (Hanahan, Coussens 2012; Balkwill, 2004) and because ACKR2 

was demonstrated to efficiently control inflammatory response in vivo, our next 

approach was to evaluate expression of CC-chemokines and receptors related with 

ACKR2 functions. Indeed, we have seen a coherent residual accumulation of β-

chemokines CCL3, CCL4 and CCL5 in absence of ACKR2. Additionally, CCL2 was 

significantly accumulated in tongue lesions of ACKR2
-/-

 treated mice. These findings 

are in accordance with previous reports (Jamieson, et al., 2005; Nibbs et al., 2007; 

Vetrano et al., 2010; Schneider et al., 2012; Hansell et al., 2015) and corroborate the 

CC-chemokine scavenging abilities of ACKR2. 
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Moreover, expression of inflammatory cytokines showed significant two- to six 

fold increase of most evaluated molecules, IL-10, IFN-γ and TNF-α, which was similar 

when comparing WT and ACKR2
-/-

mice. Interestingly, IL-6 and IL-17 were 

significantly increased in ACKR2
-/- 

compared to WT. Consistently, increased 

production of TNF-α and IL-17 was seen in inflamed joints of ACKR2
-/-

 arthritic mice 

compared to WT (Hansell et al., 2015). Additionally, ACKR2 deletion resulted in 

enhanced TNF-α, IFN-γ and IL-17A levels in late stages of DSS-induced colitis, 

whereas CC chemokines and IL-2, IL-10, IL-12 or IL-23 remained unchanged, 

regardless of better clinical symptoms and histological score. This paper showed IL-17
+ 

γδ T cells into inflamed colon. Curiously, these protective effects observed in absence 

of ACKR2 were abolished after anti-IL-17 administration, indicating a regulatory effect 

in host inflammatory responses and concluding that impact of ACKR2 deficiency 

depends on the precise nature of challenge (Bordon et al., 2009). 

 Taking into account the increased activation of some inflammatory pathways in 

SCC-induced lesions in absence of ACKR2, we next evaluated the expression of 

mediators involved with tumor proliferation, angiogenesis and tissue remodeling. 

Herein, we did observe that 4NQO treatment induced coherent increase of proliferative 

(EGF), angiogenic (FGF1 and FGF2, VEGFa and VEGFb) and tissue remodeling 

(collagen, adhesion proteins, MMP’s and TIMP’s) markers in SCC-induced lesions, 

although no significative differences were achieved when comparing ACKR2
-/-

 with 

WT. In contrast, Savino et al. (2014) showed increase of VEGFa and CD31 in 

transfected Kaposi sarcoma sections that did not express the receptor ACKR2 (KS
-
) 

(Savino et al., 2014). The significance of these mediators triggering cell proliferation, 

angiogenesis and extracellular matrix remodeling have been reported in oral 

tumorigenesis (Datekoa et al., 2012; Vassilakopoulou et al., 2015; Stokes et al., 2010). 
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Current results suggest that ACKR2 does not affect proliferation/angiogenic and matrix 

remodeling pathways in our conditions. In conclusion, the precise mechanism of 

ACKR2 deficiency in SCC-induced tumorigenesis and progression (i.e. if inflammatory 

mediators activate specific host immune responses, and/or possible effects of other 

ACKR’s) could be explored in further studies. Results of the present study indicate that 

ACKR2 may turned up inflammatory pathways at tumor sites but these changes did not 

influence the course of tongue carcinogenesis in this mice model. 
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6 – DISCUSSÃO 

 

 No presente estudo foi proposta a utilização de um modelo de carcinogênese 

induzida quimicamente pelo 4NQO para estudar o eixo CCL3/CCR1/CCR5 in vivo 

como uma alternativa às limitações inerentes ao se realizar estudos em humanos 

permitindo um melhor controle de variáveis experimentais. Além das vantagens como 

solubilidade e facilidade na administração, o modelo com o 4NQO também permite 

estudar todas as etapas envolvidas no processo de carcinogênese. Entretanto, o longo 

tempo necessário para o desenvolvimento das lesões, a toxicidade utilizando-se altas 

concentrações, e a ausência da ocorrência de metástases linfonodais foram algumas das 

limitações observadas neste estudo. Por isso, neste trabalho avaliações in vitro também 

foram empregadas para o melhor entendimento dos mecanismos pelos quais CCL3 afeta 

a carcinogênese oral. 

 Um número crescente de evidências tem destacado a participação de 

quimiocinas e seus receptores na patogênese do CCEB, conforme recentemente 

revisado por SILVA et al. (2016). Tais evidências mostraram que quimiocinas 

produzidas tanto pelas células do tumor quanto pela heterogênea população de células 

que compõem seu estroma podem modular direta e indiretamente vias que controlam a 

proliferação, angiogênese e o ganho de motilidade e invasividade das células tumorais 

(ALBERT et al., 2012; ALMOFTI et al., 2004; CHUANG, et al., 2009; FERREIRA et 

al., 2008; ISHIKAWA et al., 2006; JUNG et al., 2010; LEE et al., 2015; LI et al., 2014; 

LIU et al., 2015; MENG et al., 2010; OLIVEIRA-NETO et al., 2008; QUIAN et al., 

2014; SHINTANI et al., 2004; SILVA et al., 2007; TSUZUKI et al., 2006; UCHIDA et 

al., 2003, 2004, 2007; 2011). Em conjunto, estes dados colocam o sistema 
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quimiocinas/receptores como alvos em potencial em terapias para diferentes tipos de 

neoplasias, incluindo-se o CCEB. 

 Dentre a grande família das quimiocinas, a quimiocina CCL3 foi estudada 

previamente pelo nosso grupo, que demonstrou um aumento na sua expressão em 

amostras de CCEB primário e em linfonodos metastáticos em humanos (SILVA et al., 

2007). Entretanto, existem algumas limitações neste tipo de estudo, principalmente 

devido a grande variabilidade de amostras com relação às características clínicas, 

demográficas, genotípicas e histopatológicas. Diante desses aspectos, utilizamos neste 

trabalho um modelo de indução de carcinogênese oral bem estabelecido na literatura 

(KANOJIA; VAIDYA, 2006; LI et al., 2013; TANG et al., 2004), utilizando a 

administração prolongada do carcinógeno químico 4NQO. A utilização desse modelo 

permitiu minimizar as variabilidades inerentes ao uso de amostras humanas, além de 

possibilitar realizar interferências funcionais na carcinogênese, como o estudo do 

processo em animais deficientes da quimiocina CCL3 e receptores de quimiocinas. 

 Inicialmente, foi observado um aumento significativo na expressão de CCL3 nas 

lesões linguais induzidas quimicamente por 4NQO. Consistente com nossos achados, 

outros trabalhos na literatura também mostraram um aumento de CCL3 em diferentes 

neoplasias como hepatomas (LU et al., 2003), leucemias (BABA et al., 2013; SIVINA 

et al., 2011), mieloma múltiplo (LENTZSCH et al., 2003; VALLET et al., 2011), em 

modelo de hepatocarcinogênese induzida (YANG et al., 2006), carcinogênese intestinal 

associada à colite (SASAKI et al., 2014) e em modelo murino de metástase pulmonar 

induzida por células de carcinoma renal (WU et al., 2008). 

 O modelo com 4NQO foi eficaz na indução dos tumores na língua dos 

camundongos como descrito previamente (KANOJIA; VAIDYA, 2006; TANG et al., 

2004). Entretanto, diferentemente dos achados descritos em outro estudo (LI et al., 
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20130) não pudemos verificar a ocorrência de metástases linfonodais ou em outros 

órgãos quando da utilização do 4NQO na concentração de 200 µg/mL. Esses autores 

utilizaram linhagem de camundongos BALB/c, enquanto no presente estudo utilizamos 

camundongos C57/BL6. Além disto, o período de acompanhamento no estudo de Li et 

al. (2013) foi maior, sendo que os animais tratados tiveram 100% de incidência de 

carcinoma e 100% de metástases em linfonodos submandibulares entre a trigésima 

terceira e a quadragésima semana experimental (LI et al., 2013). Neste sentido, o fator 

tempo é uma das principais limitações da utilização do modelo de indução de 

carcinogênese com o 4NQO em camundongos. Em nossas condições experimentais, o 

4NQO na dose de 50 µg/mL na água de beber mostrou ser bem tolerado pelos animais, 

contudo somando-se a idade dos animais no início do tratamento (entre 6-8 semanas) 

mais o período de tratamento durante 28 semanas torna-se dificultoso prolongar o prazo 

de experimentação com objetivos de estratégias terapêuticas. Além disso, em nossas 

condições observou-se que a dosagem maior de 4NQO apresentou maior toxicidade o 

que elevou os índices de letalidade. 

 O tratamento com 4NQO induziu a formação de lesões exofíticas 

(protuberantes) ou papilomatosas, de base ampla e colocação esbranquiçada, por vezes 

exibindo ulceração e com bordas elevadas, semelhante ao descrito em estudos prévios 

(TANG et al., 2004). De modo interessante, na ausência do eixo CCL3/CCR5, mas não 

de CCR1 a formação de tumores na língua dos camundongos foi significativamente 

atenuada. Consistentemente, a análise microscópica mostrou também escores 

histopatológicos mais brandos, e reduzida atividade proliferativa nos tumores de 

animais deficientes para CCL3 e CCR5. Dessa forma, nosso estudo demonstrou que a 

participação de CCL3 na carcinogênese oral envolve principalmente a sua ligação ao 

receptor CCR5. Outros dois trabalhos também mostraram redução na formação de 
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tumores e metástases em animais deficientes para CCL3 e CCR5 em modelo de 

hepatocarcinogênese induzida e metástase pulmonar induzida por células de carcinoma 

renal (SASAKI et al., 2014; WU et al., 2008). Por outro lado, o estudo de Yang et al. 

(2006) revelou a contribuição de CCL3 e seu receptor CCR1 na hepatocarcinogênese 

induzida, onde animais CCL3/CCR1 deficientes exibiram incidência reduzida de 

tumores no fígado em relação aos WT (YANG et al., 2006). Contudo, a interpretação 

dessas discrepâncias deve ser feita com cautela, uma vez que modelos biológicos e 

tumores diferentes foram utilizados nesses estudos. 

 Embora uma reduzida atividade proliferativa foi detectada nas lesões de animais 

CCL3
-/-

 e CCR5
-/-

, os resultados do ensaio de proliferação in vitro revelando uma 

aparente similaridade na proliferação de HN12 sob estímulo ou não com CCL3 

sugeriram que essa quimiocina não afeta a proliferação tumoral em nossas condições 

experimentais. Logo, a reduzida atividade proliferativa observada in vivo resulta da 

menor formação de tumores nesses animais. 

 Conforme descrito previamente, quimiocinas e receptores podem influenciar a 

carcinogênese oral regulando o recrutamento de células inflamatórias para o 

microambiente tumoral e favorecendo angiogênese, proliferação celular, motilidade e 

invasividade das células neoplásicas (CHUANG et al., 2009; LI et al., 2014; SHANG et 

al., 2009; UCHIDA et al., 2003, 2004, 2007; 2011). Neste sentido, a reduzida formação 

de tumores na ausência de CCL3/CCR5 poderia indicar que a quimiocina afeta o 

microambiente tumoral. De fato, observou-se significativa redução na expressão de 

EGF, TGF-β1, VEGFa e VEGFb nas lesões de animais CCL3
-/-

. Reforçando esses 

achados, outros trabalhos também encontraram expressão reduzida de marcadores de 

angiogênese (ex. CD31, HGF e CD34) em tumores de animais CCL3
-/-

 (YANG et al., 

2006; WU et al., 2008). Além disto, estes animais apresentaram ainda reduzida 
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expressão de integrinas (ITGA4 e VTN). Estudo prévio demonstrou que CCL3 regula a 

expressão de moléculas de adesão em células leucêmicas, influenciando sua 

transmigração (MA; MA, 2014). 

 Utilizando uma linhagem de CCEB metastática, nós mostramos que o tratamento 

das células tumorais HN12 com CCL3 resultou na produção aumentada das citocinas 

pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α. Esses resultados corroboram os achados prévios da 

expressão reduzida de IL-6 e TNF-α encontradas nas lesões de animais deficientes de 

CCL3. De fato, o bloqueio de IL-6 com anticorpo humanizado anti-IL-6 

(Tocilizumab®) mostrou reduzir angiogênese e crescimento tumoral in vivo no CCEB 

(SHINRIK et al., 2009). Além disso, CCL3 induziu a expressão aumentada de outra 

quimiocina, CCL5 pela linhagem de células metastáticas HN12. Estudos prévios 

demonstraram um papel de CCL5 e o receptor CCR5 como faclitadores na 

tumorigênese no câncer de mama (SORIA; BEN-BARUCH, 2008). No contexto do 

CCEB um estudo demonstrou que CCL5 via CCR5 foi capaz de estimular a motilidade 

e invasividade de linhagem de células de CCEB, e induziu a produção de MMP-9 por 

essas células (CHUANG et al., 2009). Embora não exploramos o papel de CCL5 via 

CCR5 em nossas condições experimentais, a participação desse eixo na carcinogênese 

oral pode ser invertigada em estudos futuros. O aumento da expressão de CCL5, IL-6 e 

TNF-α induzida por estímulo com CCL3 reforçam a ideia de que CCL3 pode atuar 

como modulador do microambiente tumoral. 

 Os resultados da reduzida expressão de MMP1-a, -2 e -9 na ausência de CCL3 

nas lesões in vivo, juntamente com a detecção aumentada de MMP-2, -8 e -9 no 

sobrenadante de células HN12 estimuladas com a quimiocina, sugerem sua possível 

participação no remodelamento da matriz extracelular. Nesse sentido, o remodelamento 

do estroma tumoral com a participação de proteinases no carcinoma de células 
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escamosas de cabeça e pescoço tem sido correlacionado com invasão, metástases e pior 

prognóstico para os pacientes (STOKES et al., 2010). Stokes et al. (2010) conduziram 

um estudo de tipo coorte no qual a expressão aumentada de proteinases das classes de 

MMP’s, “A disintegrin and metalloproteinase” (ADAMs), “ADAMs with 

thrombospondin motif” (ADAMTSs) e “tissue inhibitor of metalloproteinases” 

(TIMP’s) foi encontrada em amostras de pacientes com CCEB. De modo interessante, a 

expressão aumentada de diversas destas proteases mostrou forte correlação entre 

parâmetros clínicos dos tumores, como o sítio primário e o grau de profundidade de 

invasão (STOKES et al., 2010). Interessantemente, nós observamos aumento na 

expressão de TIMP1 e Col1a1 na ausência de CCL3, sugerindo mais uma vez que 

CCL3 regula o remodelamento da matriz tecidual durante a carcinogênese. 

 Além disso, observamos efeitos diretos de CCL3 sobre a invasividade das 

células metastáticas HN12, uma vez que a administração de anticorpo anti-CCL3 e 

Evasina-1 (uma proteína que se liga a CCL3, impedindo seus efeitos) 

(FRAUENSCHUH et al., 2007) reduziu o número de células transmigradas. Em 

concordância com nossos dados, CCL3 afetou a motilidade e invasividade de células de 

câncer hepático, onde um aumento intracelular no influxo de íons cálcio levou a 

reorganização do citoesqueleto e formação de pseudópodes nessas células (YUAN et 

al., 2010). Em conjunto, os presentes achados indicam que CCL3 influencia na 

tumorigênese oral exercendo efeitos regulatórios diretos nas células tumorais e 

modificando o microambiente tumoral. 

Paralelamente, nós estudamos os efeitos do receptor atípico ACKR2 na 

carcinogênese oral, considerando seu papel na modulação da resposta inflamatória em 

diferentes situações. Sua potencial habilidade em capturar quimiocinas –CC reduzindo a 

biodisponibilidade em tumores de animais ACKR2
-/-

 descrita por alguns autores 
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(NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; VETRANO et al., 2010) motivaram essa 

investigação, juntamente com os dados descritos acima acerca do envolvimento de 

CCL3 na carcinogênese bucal. Além disso, até o presente momento não existem dados 

na literatura associando o receptor ACKR2 e câncer de boca. Nossos resultados 

demonstraram que a deleção de ACKR2 não resultou em modificação da carcinogênese, 

uma vez que as lesões observadas nos animais ACKR2
-/-

 e WT tratados exibiram 

características clinico histopatológicas e atividade proliferativa similares nas duas doses 

testadas. De forma semelhante aos nossos achados, o estudo de Schneider et al. (2012) 

mostrou similaridade microscópica entre os grupos ACKR2
-/-

 e WT na análise 

comparativa entre tumores hepáticos induzidos (SCHNEIDER et al., 2012). Por outro 

lado, outros trabalhos mostraram maior suscetibilidade na formação de tumores em 

animais deficientes do receptor ACKR2 (NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; 

VETRANO et al., 2010). Esses autores observaram um aumento significativo na 

produção de quimiocinas CC, como CCL2, CCL3, CCL5 e o acúmulo de leucócitos nos 

tumores induzidos (NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; VETRANO et al., 2010). 

Interessantemente, nós não notamos um aumentosignificativo na produção de CCL3, 

CCL4, CCL5 e CCL12 na ausência de ACKR2 em relação aos animais selvagens 

tratados. Contudo, das quimiocinas analisadas somente CCL2 foi significativamente 

aumentada nos tumores de animais ACKR2
-/-

. 

Os efeitos protetores de ACKR2 em tumores são, em parte, atribuídos às suas 

propriedades anti-inflamatórias, reduzindo a liberação de mediadores inflamatórios e o 

recrutamento de células do sistema imune (NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; 

VETRANO et al., 2010; WU et al., 2008). No nosso estudo, observamos um aumento 

de citocinas inflamatórias nos tumores induzidos em ambos os grupos. Contudo, 

especialmente para IL-6 e IL-17 foi detectado aumento significativo na produção nas 
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lesões de animais deficientes de ACKR2. Estes resultados indicam que a deleção 

ACKR2 de algum modo afeta a produção destas citocinas inflamatórias durante o 

processo de carcinogênese oral, entretanto, pode-se considerar que as mudanças 

causadas pela deleção deste receptor são insuficientes para modificar a progressão 

tumoral. O aumento de mediadores inflamatórios em tumores de animais deficientes 

para ACKR2 foi associado com o acúmulo de leucócitos nas lesões na maioria dos 

modelos estudados (NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; VETRANO et al., 

2010). Vetrano et al. (2010) demonstrou um aumento de CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1 

e CXCL2 e aumento de células  CD3
+
, CD68

+
, CD11c

+
 e CD45

+
 recrutados na ausência 

de ACKR2 em modelo de carcinogênese intestinal associada à colite (VETRANO et al., 

2010). Por outro lado, o aumento de linfócitos T CD8
+
 e das quimiocinas CCL2, CCL5 

e CXCL9 em tumores hepáticos induzidos quimicamente não foram suficientes para 

mudar o curso da carcinogênese em animais ACKR2
-/-

 em relação aos selvagens, 

conforme o estudo de Schneider et al. (2012) onde uma similaridade na formação de 

tumores hepáticos foi observada entre em animais ACKR2
-/-

 e selvagens (SCHNEIDER 

et al., 2012). Nesse sentido, pode-se admitir que os resultados obtidos sejam explicados 

pelo tipo de modelo empregado, o qual induz formação de lesões que não exibem um 

infiltrado inflamatório expressivo (GANNOT et al., 2004; SILVA et al., 2014). Além 

disso, avaliou-se a indução de tumores em apenas um tempo experimental, o que nos 

impede de inferir sobre o papel de ACKR2 em estágios anteriores na carcinogênese. 

Outro ponto que merece atenção é que além de ACKR2, outros receptores 

atípicos de quimiocinas também foram descritos e implicados na carcinogênese 

(revisado por MASSARA et al., 2016). Os resultados mostram papéis duais para 

ACKR’s em tumores, onde ACKR1, ACKR2 e ACKR4 tiveram efeitos antitumorais 

(NIBBS et al., 2007; SAVINO et al., 2014; SHEN et al., 2006; SHI et al., 2014 
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VETRANO et al., 2010) e ACKR3 pró-tumorais (HERNANDEZ et al., 2011). Não há 

dados disponíveis relacionando estes receptores na carcinogênese oral, portanto, o papel 

dos ACKR’s precisa ser explorado em estudos subsequentes. 

Finalmente, os resultados da expressão molecular dos mediadores de 

proliferação (EGF), angiogênese (FGF1 e FGF2, VEGFa e VEGFb) e de 

remodelamento da matriz extracelular (colágeno, integrinas, MMP’s e TIMP’s) revelou 

um aumento coerente nas lesões induzidas de ambos os grupos tratados, entretanto 

como não houve diferença na produção destes mediadores entre os grupos sugere-se que 

ACKR2 não afeta a proliferação celular, nem o remodelamento da matriz em nossas 

condições. Coletivamente, nossos resultados indicam que ACKR2 influencia na 

ativação de vias inflamatórias nas lesões estudadas, mas que estas mudanças não 

influenciaram o curso da carcinogênese induzida por 4NQO. 

Nos últimos 16 anos, uma série de trabalhos na literatura vem demonstrando o 

potencial de várias quimiocinas e seus receptores incluindo CCL2/CCR2, CCL5/CCR5, 

e CXCL12/CXCR4 como moduladores do microambiente tumoral no CCEB, 

promovendo motilidade, invasão e metástases para linfonodos. Evidências da 

participação dessas moléculas também em outros tumores reforçam a ideia de que o 

desenvolvimento de terapias anti-quimiocinas/receptores como adjuvantes no 

tratamento do câncer pode ser útil. Em um estudo, a utilização de um inibidor de 

CXCR4 – 1,10-[1,4-phenylenebis(methylene)]bis-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane 

octahydrochloride – AMD3100 – por exemplo, reduziu significativamente a ocorrência 

de metástases in vivo, indicando que o bloqueio de CXCR4 poderia ser utilizado como 

agente terapêutico em pacientes com CCEB (UCHIDA et al., 2011). Entretanto, a 

utilização de AMD3100 ou outros inibidores de CXCR4/CXCL12 (Plerixafor®, 

Mozobil®, BKT 140, MDX1338 - Medarex®) na quimioterapia adjuvante para 
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tratamento de metástase em pacientes com câncer de laringe e hipofaringe ainda estão 

em fase de recrutamento de pacientes e não há dados disponíveis da sua eficácia em 

pacientes com CCEB (SILVA et al., 2016). Outro medicamento, o CNTO888 

(Centocor®), um anticorpo monoclonal anti-CCL2 foi testado em um estudo clínico de 

fase 1 e 2 em pacientes com tumores sólidos (colorretal, próstata, ovário, útero), 

incluindo um paciente com câncer de esôfago e mostrou ser bem tolerado pelos 

pacientes, contudo, sua atividade antitumoral não pode ser confirmada (SANDHU et al., 

2013). Outro trabalho recente incluiu um grupo pequeno de pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço (n=4), sendo um caso de CCEB, onde apesar de Carlumab® não ter 

causado efeitos colaterais significativos, também não foram apresentadas evidências de 

atividade antitumoral (BRANA et al., 2015). O Maraviroc (Maracon®), um 

medicamento inibidor do receptor CCR5 inicialmente aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) para o tratamento de pacientes com HIV, tem sido testado 

também em pacientes com câncer colorretal em um estudo clínico de fase I (revisado 

por SILVA et al., 2016). Entretanto, ainda não há dados disponíveis sobre sua eficácia 

nesses estudos em pacientes, mas um estudo recente demonstrou que Maraviroc 

administrado por via oral na dose de 30 mg/Kg duas vezes ao dia por até um periodo de 

15 dias foi capaz de reduzir o tamanho de tumores intestinais murinos induzidos por 

injeção ortotópica de células tumorais de linhagem murina e humana (TANABE et al., 

2016). 

Apesar dos resultados preliminares, a utilização desses inibidores no tratamento 

de tumores colocam os sistemas CCL2/CCR2, CCL5/CCR5 e CXCL12/CXCR4 como 

possíveis alvos terapêuticos para intervenção no CCEB. Os resultados do presente 

trabalho apontam para a participação de CCL3 e seu receptor CCR5 na carcinogênese 
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oral. Os efeitos protetores resultantes do bloqueio de CCL3 com anti-CCL3 ou Evasina-

1 neste estudo incluem essa molécula no rol de candidatos em terapias futuras. 
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7 – CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo permitem concluir que: 

 

 O aumento da expressão de CCL3 em lesões de CCEB quimicamente induzidas 

por 4NQO podem indicar a participação desta quimiocina na carcinogênese bucal. 

 A reduzida formação de CCEB em animais deficientes de CCL3 e CCR5 indica 

que o eixo CCL3/CCR5 regula vias “pro-tumorigênicas” no CCEB. 

 Os efeitos de CCL3 nas células de CCEB in vitro sugerem que esta quimiocina 

influencia diretamente a capacidade de invasão e a liberação de marcadores 

inflamatórios por estas células. 

 A atividade antitumorigênica postulada para ACKR2 não foi observada em 

nossas condições experimentais. 
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