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Resumo:

O receptor atipico de quimiocinas ACKR2
controla a biodisponibilidade dessas moléculas
no microambiente tumoral. O estudo visa
avaliar os efeitos da delecdo do ACKR2 na
carcinogénese oral. Animais WT e ACKR2"
ingeriram o carcinégeno 4NQO na &gua de
beber por 28 semanas. As linguas foram
obtidas para andlise de macro e microscopia,
expressdao de quimiocinas, receptores,
citocinas, fatores angiogénicos, moléculas de
adesdo e componentes de matriz extracelular.
Os resultados revelam incidéncia similar de
lesBes histopatologicamente semelhantes de
carcinoma de células escamosas nos animais
WT e ACKR2". A expressdo das quimiocinas
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCi12 e dos
receptores CCR1l, CCR2 e CCR5 foi
aumentada em ambos os grupos. Ndo houve
diferenca significativa no recrutamento de
eosinofilos intratumorais. Todavia, as lesdes
de CCE nos ACKR2" expressaram mais
CCL2, IL-6, e IL-7. Os resultados sugerem que
ACKR2" nao altera o curso da carcinogénese
oral induzida em camundongos.
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Introducdo:

O Carcinoma de Células Escamosas de
Boca (CCEB) é, atualmente, a neoplasia mais
comum dentre as neoplasias que acometem a
boca. Considerado altamente infiltrativo,
localmente agressivo e propenso a metastases
linfonoidais, a sobrevida média dos pacientes
acometidos por esta enfermidade €& de
aproximadamente 5 anos.

O comportamento tumoral depende da
capacidade das células malignas de se
relacionarem com o microambiente tumoral, de
forma a desenvolver mecanismos de
sobrevivéncia, tais como a producédo de fatores
angiogénicos, integrinas, proteases, citocinas
e quimiocinas. A atividade pro-tumoral das
quimiocinas esta envolvida com a inducdo do
trafego de células inflamatérias, motilidade das
células neoplasicas, neovascularizacdo e com
a remodelagdo da matriz extracelular. Alguns
estudos demonstraram que as quimiocinas
CC, tais como CCL2, CCL5, CCL7, CCL21, e
seus receptores apresentam efeitos pro-
tumorigénicos in vitro e/ou in vivo. Em se
tratando do CCEB, foram detectados niveis
aumentados dessas quimiocinas em bidpsias
de pacientes acometidos e, também, em
lesGes guimicamente induzidas em
camundongos.

A biodisponibilidade dessas moléculas
no microambiente tumoral pode ser regulada
por receptores atipicos de quimiocinas, como o
ACKR2 (previamente conhecido como D6),
gue atuam regulando a resposta inflamatoria
associada ao tumor in vivo. Os efeitos
protetores do ACKR2 foram demonstrados em
Sarcomas de Kaposi, tumores de pele
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guimicamente induzidos, cancer de mama e
em adenocarcinomas de colon. Até o
momento, ndo foram desenvolvidos estudos
focados no papel do ACKR2 no cancer de
boca. Dessa forma, o presente estudo objetiva
investigar o papel deste receptor atipico na
tumorigénese oral empregando um modelo de
carcinoma de células escamosas
guimicamente induzido em camundongos.

Metodologia:

Neste trabalho, as fun¢des do receptor
atipico de quimiocinas ACKR2 foram avaliadas
usando um modelo murino de indu¢ao quimica
de carcinogénese em tecido lingual, com 4-
nitroquinolina-1-6xido (4NQO). Foram
selecionados seis grupos experimentais,
sendo eles WT e ACKR2", recebendo
diferentes concentracdes do carcindégeno,
seguidos dos seus respectivos grupos controle
(protocolo CETEA: 12/2011).

A indugédo foi realizada utilizando-se o
carcindbgeno 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO)
diluido semanalmente nas concentracdes de
50pug/mL e 200ug/mL na agua de beber dos
animais. Os animais em tratamento (n= 5 por
grupo) receberam o 4NQO diariamente
durante o periodo de 28 semanas. Os animais
controle receberam agua filtrada durante o
mesmo periodo. Ap6s 28 semanas, 0s animais
foram eutanasiados para a coleta dos
seguintes Orgdos e tecidos para microscopia:
lingua, linfonodos cervicais, pulmdes, figado,
estbmago, duodeno, jejuno, ileo, e intestino
grosso. As linguas foram fotografadas para
analise macroscopica. Todos os 6rgaos foram
fixados e cortados para coloracdo H&E.

A andlise histopatologica das linguas
foi realizada por dois operadores calibrados e
cegos diante do status dos grupos,
caracterizando as lesdes encontradas em
scores iguais a 0 (epitélio normal), 1 (displasia
leve), 2 (displasia moderada), 3 (displasia
severa), 4 (carcinoma in situ) e 5 (carcinoma
invasivo). Foram considerados os 10 campos
mais representativos de cada lesdo. Os
demais oOrgdos foram analisados por um
patologista geral para avaliar os possiveis
efeitos do 4NQO nesses sitios distantes.

A técnica imunohistoquimica foi
realizada em 5 laminas por grupo, utilizando o
marcador de proliferacéo celular Ki67 por meio
do método da estreptavidina-biotina. Pelo
menos um corte por lamina foi utilizado como
marcador negativo, no qual o anticorpo
primario foi omitido utilizando-se PBS-BSA
0,1%. As células imunomarcadas foram

contadas no aumento de 1000x, em 20
campos consecutivos. Os resultados foram
expressos como o total de células Ki67* em
todas as camadas epiteliais, por campo.

Reacbes de Real Time PCR foram
realizadas utilizando RNA total obtido de
amostras de linguas (n=4 por grupo) normais e
com lesbes de CCE, a partir do kit
RNeasyFFPE (Qiagen Inc). O DNA
complementar foi sintetizado por meio de
reagdo da transcriptase reversa (Superscript
lll, Invitrogen). Em seguida, foi utilizado um
painel contendo os alvos “Wound Healing”
(PAMM-012) e "Inflammatory cytokines and
receptors” (PAMM-011). Os dados foram
analizados por um  software  online
(SABiosciences), e os resultados expressos
pela normalizacdo dos dados geométricos dos
seguintes genes constitutivos: GAPDH, ACTB,
Hprtl e subsequentemente normalizados pelo
grupo controle.

Finalmente, eosindéfilos foram corados
pela técnica de colorac@o Sirius Red, e entédo
contados seguindo-se 20 campos
consecutivos no tecido epitelial, no aumento
de 400x. Os resultados foram expressos como
o total de eosindfilos por amostra.

Resultados e Discussao:

A andlise clinica das lesdes de CCEB
revelou aparente similaridade nos tumores
induzidos pelo 4NQO tanto na concentracao
de 50pg/mL, quanto na de 200ug/mL. N&o
foram encontradas alteragbes macroscoépicas
nas amostras de lingua dos grupos controle. A
analise microscopica foi consistente com os
achados clinicos sendo que os resultados
obtidos demonstraram acentuada atipia
citomorfolégica e scores histopatolégicos de
displasia epitelial semelhantes nos grupos WT
e ACKR2" tratados.

A analise da imunomarcacéo por Ki67
revelou uma porcentagem significativamente
aumentada de queratinécitos Ki67* em todos
0S grupos tratados, em comparagdo com 0s
respectivos grupos controle. No entanto, ndo
foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos WT e ACKR2" tratados nas
diferentes doses testadas.

A analise da expressao de quimiocinas
CC e seus receptores revelou um importante
aumento das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL12, CCR1, CCR2 e CCR5 nos
grupos WT e ACKR2" tratados (dose
50ug/mL) em comparagdo aos grupos
controle. Nado houve diferenca significativa na
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expressao dessas moléculas comparando-se
WT a ACKR2-/-. Por outro lado, a expressao
de IL-6 e IL-17 foi significativamente maior no
grupo ACKR2” tratado em comparacdo ao
grupo WT tratado. As expressdes de fatores
angiogénicos, moléculas de adesdo celular e
de metaloproteinases de matriz foram
similares para os grupos tratados.

A quantificacdo de eosindfilos nos sitios
tumorais, para as duas concentracbes de 4-
NQO utilizadas, revelou um aumento no
ndimero de células Sirius Red positivas em
ambos os grupos tratados em relacdo aos
respectivos controles. Contudo, n&o houve
diferenga significativa comparando-se 0s
grupos tratados.

Conclusoes:

Os resultados obtidos sugerem que a
delecdo do receptor ACKR2 ndao modificou o
curso da carcinogénese oral quimicamente
induzida em camundongos nas condi¢es
analisadas.
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