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RESUMO

A quimiocina CCL3 possui uma diversidade de fungies podem contribuir
para o pior prognostico do Carcinoma de célulasreesas de boca (CCEB). O
objetivo deste estudo foi avaliar o papel de CChBwen modelo de carcinogénese
bucal induzida pelo 4-nitroquinolina-1-6xido (4ANQ@amundongos machos C57BL/6
(selvagens wild type- WT) e deficientes de CCL3 (CCL}B foram tratados com o
4ANQO durante 20 ou 28 semanas na agua de bebeonnantracdo de 50 pg/ml. As
linguas foram coletadas para analise macroscopistopatolégica e imuno-
histoquimica. Os niveis de citocinas no tecido daigforam avaliados por ELISA.
Nossos resultados mostraram uma incidéncia sigtifeamente maior de CCEB nas
linguas dos animais selvagens em comparacdo coamiogis CCL3. Consistente
com estes achados, a andlise microscopica demonstma proeminente displasia
epitelial no grupo selvagem. A imunoexpressdo deNAG Ki67 revelou um
significativo aumento no indice de proliferacdo uta nos animais selvagens,
comparados ao grupo CCL3A concentracdo de CCL3, TNE-CCL5 e CCL11 foi
significativamente aumentada apds o tratamento 4BIQO, entretanto, os animais
CCL3" mostraram niveis mais baixos de ThFguando comparados ao grupo
selvagem. Estes dados sugerem que a delecdo de €@L3m efeito protetor na
carcinogénese oral, o qual pode estar associadonuaancas locais na producao de

TNF-o.



ABSTRACT

The chemokine CCL3 displays a diversity of rolest ttmay contribute to worse
prognosis in oral carcinogenesis. The aim of thidyswas to evaluate the role of CCL3
in 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO)-induced oral cawogenesis. C57BL/6 (wild type -
WT) and CCL3 deficient (CCL3) male mice were treated with 4NQO in drinking
water at concentration of 50 pg/ml during 20 onm&&ks Their tongues were collected
for macroscopic, histopathological and immunohiseoical analysis. Also, the
cytokine levels in tongue lesions were evaluatedBhySA. Our results showed a
significantly higher incidence of tumors in tongofeWT- in comparison with CCL3-
treated mice. Consistently, microscopic analysisalestrated a pronounced cytological
atypia in the WT-treated group. The immunoexpress®ibPCNA and Ki67 revealed a
significant increase of the proliferative index \MT compared with CCL3-treated
group. The concentration of CCL3, TNf-CCL5 and CCL11 was significantly
enhanced after 4NQO treatment, but CCitBeated mice showed lower TNFlevel
when compared with WT. In conclusion, these datgest a protective effect of CCL3
deletion in oral tongue carcinogenesis which mayagsociated with local changes in

TNF-a production.
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1 SINTESE BIBLIOGRAFICA

O Carcinoma de Células Escamosas de Boca (CCEB),caginoma
espinocelular, € uma neoplasia epitelial maligna curesponde a cerca de 90-95% de
todas as neoplasias da cavidade bucal (BAGANL, 2010). Na cavidade bucal, o
CCEB afeta principalmente a borda lateral e pasteda lingua e o soalho bucal
(SCULLY; BAGAN, 2009). Dentre os principais fatorge risco ambientais associados
a doenca estdo o consumo de tabaco e alcool. Jwties fatores estabelecem um
sinergismo aumentando o risco de desenvolviment&€@G&B (SCULLY; BAGAN,
2009).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), tnestiva de incidéncia para
o ano de 2012 em homens e mulheres no Brasil é 4&7A novos casos,
aproximadamente. Nos ultimos anos, houve um aunmgidficativo na incidéncia da
doenca entre pacientes jovens, que tem sido raekaioprincipalmente a mudanca no
padrédo de habitos e estilos de vida (SCULLY; BAGARRNQ9; SILVERMAN, 2001).

O CCEB € uma neoplasia que possui alto grau desd@iovincal e altas taxas de
metastase, 0 que afeta diretamente o prognostEpaimentes (BATIST At al, 2010;
MASSANO et al, 2006; SHANGet al, 2009). Com relacdo a disponibilidade de
alternativas de tratamento do CCEB como cirur@djacdo e quimioterapia ou uma
combinacéo destes, a sobrevida dos pacientes mamtelado significativamente nas
ultimas décadas (NEVILLE; DAY, 2002). A escassedibenarcadores de progndstico,
aliado ao diagnostico tardio sdo os principaisréstagesponsaveis por este panorama.
Por isto, o desenvolvimento de novos parametro®cutdres para o CCEB tem sido
uma importante prioridade em pesquisa. Um melhéengimento dos mecanismos
envolvidos na carcinogénese bucal pode proporciora@os de prevencao e deteccao

precoce do CCEB (LEEet al, 2000). Deste modo, a utilizacdo de modelos
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experimentais de carcinogénese bucal em animaisa farramenta importante no
auxilio do desenvolvimento de novas estratégiapéeiticas contra o cancer de boca.

A carcinogénese é um processo complexo que redalt@cimulo de inimeros
eventos genéticos e epigenéticos que desregulanaiags que regem a diviséo,
diferenciacdo e morte celular (WILLIAMS, 2000). EBuma, a iniciacdo, promocao e
progressao sao trés eventos essenciais na canceseg@\ iniciacdo € a etapa em que 0s
carcindgenos danificam permanentemente o DNA dalacéSe os mecanismos de
reparo do DNA fracassarem esta célula mutada eepcampliando as alteracdes
adquiridas (FONSECA, 2003; WILLIAMS, 2000). A progéwm caracteriza-se pela
conversdo de uma célula iniciada em uma com caisiotas tumorais, através de
agentes promotores. Finalmente, a progressdo émw tdesignado para descrever o
processo pelo qual um neoplasma € desenvolvido upsaa ou mais alteracdes
irreversiveis, qualitativas em suas células canstégs (BOYD; READE, 1988). Assim,

a proliferacdo celular € uma importante etapa rsemelvimento do tumor. De fato,
alguns estudos experimentais utilizando o modelm ap 4NQO tém mostrado
significativo aumento nos indices de proliferac@tular no tecido epitelial (FARIA,
2006; FONSECAet al, 2003; VEREDet al, 2007). Interessante € que as multiplas
alteracOes provocadas pelo 4NQO sédo geradas preente e estdo associadas com o
desenvolvimento de clones persistentes de célyddsliais com o DNA danificado

(RIBEIRO et al, 2004).

Existem muitos modelos animais que podem ser atiiz para a inducdo de
carcinoma de células escamosas na cavidade oraéderes (incluindo hamster, ratos,
e camundongos) (DERKAt al, 2006; RIBEIROet al, 2004; SCHOORt al, 2009;
TANG et al, 2004). Dentre os modelos conhecidos, destacaossgie utilizam os

carcindgenos quimicos 7,12-dimetilbenz[a]antrac@@BA) e o 4-nitroquinolina-1-
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oxido (4NQO) (KANOJIA; VAIDYA, 2006; LUet al, 2006; MINICUCClet al, 2011;
RIBEIRO et al, 2004). O modelo com o DMBA é mais comumenteizaiilo para
induzir lesdes na mucosa da bochecha de hamstars, 8pos repetidas aplicacdes por
varias semanas (DERKAt al, 2006). Entretanto, o DMBA, bem como seu solveate
um potente irritante local, que causa uma sigrifiaaresposta inflamatéria e necrose
dificultando a distincdo entre transformacfes r&sipas verdadeiras e reatividade
celular de origem inflamatdria (KANOJIA; VAIDYA, I1B).

O 4-NQO e seus metabdlitos induzem um intenso ssstrexidativo intracelular
com geracao de espécies reativas de oxigénio cemadicais superéxido e peroxido
de hidrogénio que danificam o material genético KKNIA; VAIDYA, 2006;
NUNOSHIBA; DEMPLE, 1993; RIBEIROet al.,2004). O 4NQO é um derivado das
quinolonas e sua acao carcinogénica inicia-se coetdacao enzimatica do seu grupo
nitro, formando um composto chamado 4-hidroxiamimegjina-1-6xido (4HAQO).
Este produto metabdlico intermediario liga-se peafeialmente a residuos de guanina,

sendo responsavel pela formacgéao de adutos de DRAXIA; VAIDYA, 2006).

O 4-NQO é o carcindgeno de escolha por muitos pas propriedades como
solubilidade, inducdo de tumores particularmenteliegua e es6fago, e por causar
dano ao DNA de modo similar ao provocado pelo alfHANOJIA; VAIDYA, 2006;

LU et al, 2006). Além disso, 0 4-NQO induz a sequéncisestagios observada na
carcinogénese, produzindo desta forma, mudanca$oldgicas e moleculares, de
forma semelhante aquelas observadas na carcin@géredsem humanos (KANOJIA;

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

Com relacdo ao método de aplicacdo do 4-NQO, ob&Emmelhores resultados
quando o carcindégeno é dissolvido na agua de kaderanimais (LUet al, 2006;

TANG et al, 2004). Além disso, Tangt al. (2004), estudando comparativamente a
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incidéncia de tumores em camundongos que receberdNQO diluido em agua ou
pincelado na lingua, verificaram que ao final dpezinento de 28 semanas, 100% dos
animais que receberam a droga diluida em agua d@geram tumores, enquanto
apenas 5% desenvolveram tumores quando a técnipmndegamento foi empregada

(TANG et al, 2004).

Estudos prévios tém mostrado a presenca de untradfl imune/inflamatorio
peritumoral (BALKWILL; MANTOVANI, 2001; COUNSESS; WRB, 2002;
HANAHAN, et al, 2003). Muitos tumores solidos ndo sdo apenasanase ceélulas
neoplasicas (parénquima), sdo também compostoséhdas nao-malignas (estroma)
(BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Macréfagos, linfocitos células endoteliais,
fibroblastos, eosindfilos, granulécitos, célulaatural killer (NK) e células B sé&o
algumas populacdes encontradas no estroma de dlguoses (COUNSESS; WERB,

2002).

No CCEB, por exemplo, tem sido demonstrada a pcasefe células T
regulatorias (feg9, natural Kkillers (NK), células dendriticas e macrofagos
(FERREIRA et al, 2008; GASPAROTCet al, 2010; ZANCOPEet al, 2010). O
recrutamento destas ceélulas para o microambienterd € mediado por quimiocinas,
que sao proteinas de pequeno peso molecular edaslvia migracdo direcionada de
leucécitos, mediante um gradiente quimico (BAGGIIL.[1998; BALKWILL, 2004).
Além disso, as proprias células neoplasicas podenfioste de quimiocinas, as quais
podem participar no processo de metastase e cargequente no agravamento do
cancer (BALKWILL, 2004; LUet al, 2003). Diversas quimiocinas possuem relacao
com o desenvolvimento e crescimento tumoral, desl#s, as quimiocinas CCL11,

CCL5, TNF# e CCL3 merecem uma abordagem no CCEB.
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A quimiocina CCL11 (também chamada Eotaxina) € tilntisamente expressa
em uma diversidade de tecidos, como intestino,, padeacdo e nodos linfaticos
(SALCEDO, et al, 2001). Seus efeitos bioldgicos se dao atravégagio primaria ao
seu receptor CCR3, que é expresso em basofildSeiios Th2, e principalmente, em
eosinofilos. Um papel importante de CCL11 tem sidmstrado em doencas
inflamatorias crénicas (SALCEDGet al, 2001), no cancer ovariano (NOLEN;
LOKSHIN, 2010), e também no CCEB (LOREN&t al, 2003). De fato, ja foi
observado um aumento na expressao de CCL11 e aumentimero de eosindfilos no
CCEB (LORENAet al, 2003). Entretanto, seu papel no CCEB ainda sédaeser mais
bem investigado. Alguns autores sugerem que CCLade pcontribuir para a
angiogénese em condicdes caracterizadas por aumesica producédo e infiltracdo de
eosinofilos, como no Linfoma de Hodgkin, poliposasal, endometriose e diateses
alérgicas (SALCEDt al, 2001).

A expressao da quimiocina CCL5 (previamente chamRBIMTES) também tem
sido detectada em varios tipos de tumores, comoanénioma e prostata (SORIA,;
BEN-BARUCH, 2008; ALDINUCCI et al, 2008; VADAY, et al, 2006). No cancer de
mama, tem sido bem documentado que uma alta e&prdesCCL5 esta associada com
a progressao da doenca, e o desenvolvimento detasa (SORIA; BEN-BARUCH,
2008). Além disso, tem sido demonstrado que adastheoplasicas sdo capazes de
secretar CCL5, que geralmente se correlaciona comaumento na infiltracdo de
macrofagos (KARNOUB; WEINBERG, 2006-2007). Em uncenete estudo, Wengt
al., (2010) sugeriram uma possivel relacdo de pofiemos nos genes de CCL5 e seu
receptor CCR5, e 0 risco aumentado de desenvolwnaa CCEB, entretanto, mais

estudos sédo necessarios (WENss al, 2010).
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Outro importante mediador que esta envolvido nanmicdo e desenvolvimento
de tumores é o Fator de Necrose Tumara(INF-a). O TNF-a € uma citocina que
participa de processos inflamatorios, manutencéomeeostase do sistema imune do
hospedeiro e, também, na promocéo e progressacamzerc (BALKWILL, 2006).
Estudos experimentais em animais tém mostrado qpartécipacdo de TNk- €
essencial para o desenvolvimento de tumores emdgetamundongos geneticamente
deficientes para esta citocina (SUGANUMAal, 1999; MOOREet al, 1999). Além
disso, a delecdo de ambos os receptores dedT(NINFR1 e TNFR2) em modelo de
inducdo quimica de carcinogénese em pele de camgagotambém foi capaz de
reduzir drasticamente a formacdo de tumores namaaknockoutem relacdo aos

selvagens (ARNOTEt al, 2004).

A expressao/participacdo da quimiocidMacrophage inflammatory protein-1
alpha (MIP-1a), renomeada CCL3, tem sido observada em divengos tle tumores
(LU et al, 2003; NATHet al, 2006; TERPO®t al, 2011; WUet al, 2008; YANGet
al., 2006), inclusive no CCEB (SILVAt al, 2007). Estudos prévios conduzidos pelo
nosso grupo demonstraram elevada expresséo de €CICR1 em amostras de CCEB
primério, e em linfonodos metastéticos em relagi&oraspectivos controles. Em geral,
um aumento na expressao de CCL3 tem sido assomiado progndéstico desfavoravel
por parte do hospedeiro contra o cancer @tlal, 2003; SILVA et al, 2007; WUet
al., 2008). Lu e colaboradores (2003) demonstraraen@UL3 e seu receptor CCR1
estavam expressos de forma aberrante em espéointepdtoma humano, e, trés anos
mais tarde, 0 mesmo grupo demonstrou uma contébuimportante do eixo CCL3-
CCRL1 na progresséo da doenca utilizando um modetonende hepatocarcinogénese
induzida (YANGet al, 2006). Em suma, foi sugerida a participagcaoadgatmiocina

no recrutamento de leucdcitos para o sitio tumavalue indiretamente poderia
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estimular a liberacdo de fatores angiogénicos, rsegpentemente, contribuir para a
progressao tumoral. Além disso, Wu e colaboraddi2308) demonstraram a

contribuicdo de CCL3 e CCR5 (outro receptor de QCh® processo de metastase
pulmonar induzida por células de carcinoma remahbém regulando a migracao de
leucécitos e induzindo neovascularizagcdo e met&sthn elevado percentual de células
tumorais CCL3 também ja foi associado com pior prognéstico n&EBGSILVA et

al., 2007).

Entretanto, um papel oposto para CCL3, no qualrstgge participacao de CCL3
na resposta antitumoral do hospedeiro no carcirdemaama (NATHet al, 2006) e de
boca (SILVAet al, 2007) tem sido sugerido. Além disso, estudogitro mostraram
que células tumorais transfectadas com o gene GpkSsentaram tumorigenicidade

reduzida, e foram capazes de induzir imunidadéuamndir (NAKASHIMA et al,, 1996).

Portanto, o papel da quimiocina CCL3 no CCEB aipdzecisa ser esclarecido.
Nossa ipotese é que os animais deficientes para8 @B8kssuam menor incidéncia de
tumores, bem como menor severidade das lesfesice ipliferativo. Além disso,
espera-saum aumento na expressao das quimiocinas CCL3, CALCL5 e de TNFe

com a progressao das lesdes de CCEB.
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2 OBJETIVOS

1. Avaliar o efeito do 4NQO na inducdo de tumores daig em

camundongos;

2. Avaliar a participacado de CCL3 no modelo de cagémese bucal induzida

pelo 4NQO.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (sehvagwild type— WT)
e camundongos deficientes de CCL3 (CTC),3rovenientes do Centro de Bioterismo
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEBIO) da Unsidade Federal de Minas Gerais,
Brasil. Os animais foram mantidos sob condi¢Oestrotadas de iluminacdo e
temperatura, dieta padrdo para camundongo eatlieitum Todos os procedimentos
experimentais descritos a seguir foram aprovado® @@omité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal deaMliGerais (CETEA-UFMG),
protocolo n° 12/2011 (ANEXO I). Os animais forans@@os semanalmente e nenhuma

alteracao foi observada durante o periodo expetahen

3.2 Delineamento Experimental

No presente estudo, o modelo experimental de imddgicarcinogénese em
lingua foi realizado como previamente descrito pamget al (2004). Uma aliguota de
1 g de 4NQO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi dissdévem 200 ml de etilenoglicol
(Sigma) e estocada a 4°C. Semanalmente, aliqumias fdiluidas na agua de beber dos
animais (concentracao final de 50 pg/ml). As gagafe polivinil foram protegidas da
luz ambiente.

Os camundongos do grupo experimental (4NQO) reaebertratamento com o
carcindgeno diariamente durante 20 ou 28 semanasan®nais do grupo controle
receberam agua filtrada sem 4NQO. A média de iagedt agua com ou sem 4NQO,

por gaiola foi registrada ao longo do periodo expental e ndo houve diferenca entre
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0S grupos. Apos um periodo de 20 ou 28 semanagt@nento, os animais foram
anestesiados com solucdo de quetamina e xilazif@ (hg/mL e 20 mg/mL,
respectivamente) via intraperitoneal.

Em seguida, foi realizada a eutanasia dos animaisletados 0s seguintes
orgaos/tecidos: lingua, linfonodos cervicais, figaglstbmago, duodeno, jejuno, ileo e
intestino grosso para analise microscopica. Apésleta das linguas, as mesmas foram
identificadas e fotografadas para analise macriszOf\ excecdo das linguas, o
restante dos oOrgaos/tecidos foi coletado paraic&gdio da ocorréncia ou ndo de
metastases a distancia ou qualquer alteracdo dqregamento com o 4NQO pudesse
provocar.

A analise histopatolégica dos linfonodos cervica@o mostrou sinais de
alteracdo em comparacao aos respectivos contibigsetanto, a analise dos figados
dos animais WT e CC[/3tratados por 28 semanas mostrou graus variaveisda,
moderada e intensa) de tumefacdo, esteatose e ragmorem comparacdo aos
controles. Os tecidos estomacais e intestinaisadosais tratados também mostraram
graus variados de hiperqueratose, hiperplasidamat;do, em relacdo aos controles. A
presenca de carcinoma ou metastase em orgaostelssidio foi observada em nenhum

dos grupos.

3.3 Andlise Microscopica

Todos os tecidos coletados citados previamentemfdii@ados em solucéo
tamponada de formaldeido a 10%, e processadosépoicas de rotina. As linguas
foram cortadas no sentido antero-posterior, e dadas incluidas segundo a orientacao

da seccdo desejada. Cortes de 3 pm de espessama dbtidos para coloragdo com
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hematoxilina e eosina (HE). Para gradacao da dispégpitelial nas linguas, critérios de
alteracOes na arquitetura e na citologia foramdesaem conta, conforme descritos na
(TAB. 1).

As lesbes em lingua foram entdo classificadas eyapo®-se escores
histopatoldgicos, de acordo com os critérios adimstala OMS (2005), a qual enumera
as lesbes como “hiperplasia escamosa”, “displasige”] “displasia moderada”,
“displasia severa” e “carcinonia situ’.

Neste estudo, optou-se pela seguinte classificacao:

Escore 0 — displasia ausente (tecido epitelial agreem alteracdes);

Escore 1 — displasia leve (alteracfes limitadag@o basal do epitélio);

Escore 2 — displasia moderada (alteracGes repegsbntiois tercos do epitélio);

Escore 3 — displasia severa (alteracdes representaais de dois tercos do
epitélio);

Escore 4 — carcinoma situ (alteracbes em toda espessura epitelial, porém sem
envolvimento do tecido conjuntivo);

Escore 5 — carcinoma invasivo (ilhas carcinomatodastro do tecido
conjuntivo).

A analise microscopica consistiu na observacdo dsarpos consecutivos,
representativos da alterac&o displasica, inicisselpelo campo com maior severidade,
em 2 cortes. A avaliacdo foi executada por doisnexadores cegados diante status
dos grupos. O anexo Il mostra em detalhes os peigisrobtidos para todos os escores
histopatoldgicos obtidos para os grupos controteados com 4NQO por 20 e 28

semanas (ANEXO lI).
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TABELA 1 —Critérios utilizados para o diagnéstico de dispkasi

Arquitetura

Citologia

Estratificacdo epitelial irregular

Perda de polarizacdo das células basais

Cristas epiteliais em forma de gota

Aumento do namero de figuras de mitose

Mitoses superficiais atipicas

Queratinizacédo prematura de células

Pérolas de queratina

Variacdo anormaltamanho nuclear
Variagdmahna forma nuclear
Variacdo anbnmaamanho e forma da
célula
Aumentorapgrcao nucleo —citoplasma
Figuras de mitogaces

Aumento do mim&manho dos nucléolos

Hipercromatismo

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude — OMS (2005).

3.4 Imuno-histoquimica e contagem das células

Seccdes das linguas (3 um) foram submetidas aagagdimuno-histoquimica

utilizando o método da estreptavidina-biotina. Asoatras foram desparafinizadas,

hidratadas e lavadas em agua destilada. Entaan foveubadas com dois banhos de

peroxido de hidrogénio a 3% por 15 minutos cadarefuperacdo antigénica foi

realizada seguindo-se protocolos especificos pada @nticorpo primario utilizado

(TAB. 2).
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TABELA 2 — Protocolos utilizados na técnica imuno-histogaan
Anticorpo | Clone Recuperacao antigénica Diluicdo Incubacéo

PCNA?® 124 | Acido citrico 10mM, pH=6 durante 1:800 Overnight
20 minutos em banho-maria a 96°C 4°C
Ki67" MM1 | Acido citrico 10mM, pH=6 durante 3 1:50 Overnight
ciclos de 5 minutos cada em 4°C

microondas na poténcia 9

 Dako, Glostrup, Denmark

b Novocastra, Newcastle, UK

Apés a incubagdo com os anticorpos primarios, daesdoram incubados com o
anticorpo secundario Multi-Link (sistema LSAB/HRPako) segundo as instru¢des do
fabricante. A reacdo foi revelada através da ing@ibacom solucdo de 3,3-
diaminobenzidine (DAB) (Dako), durante 1 minuto.n&dmente, os cortes foram
corados com hematoxilina de Mayer, desidratados@nrgdes crescentes de alcodis,
diafanizados em xilol e montados com Permount #fisBcientific). Controles
negativos foram obtidos omitindo-se o anticorpondrio, os quais foram substituidos
por PBS-BSA a 1%.

As células imunomarcadas foram analisadas por sdoma de luz (Axioskop
40 ZEISS; Carl Zies, Gotingen, Germany), no aumeet@00x e contadas nas camadas
epiteliais, numa area total de 20 campos consexjtem dois cortes. Um indice total
de células PCNA e Ki67" foi obtido somando-se todos os resultados de tedas

camadas epiteliais.
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3.5 Ensaios colorimétricos: ELISA e MPO

Amostras de tecido lingual foram também coletadaara p ensaios
imunoenzimaticos. As amostras foram pesadas e hameaadas em soluc@alina
fosfato [(0.4 mM NaCl e 10 mM NaRQOpH4.7) contendo inibidores de protease (0.1
mM PMSF, 0.1 mM cloreto de benzetdnio, 10 mM EDEA).01 mg/mL aprotinina A)
e 0.05% Tween-20] na concentracao final de 100 g homogenato foi entdo
centrifugado (10.000 r.p.m) a 4°C for 10 minutos.s@brenadante foi coletado e
estocado a -70°C para analise posteroiconcentracdo de CCL3, CCL5, CCL11 e
TNF-o foi mensuradautilizando-se kits disponiveis no mercado, de d@atom as
instrucdes do fabricante (R&D Systems, Minneapdlisl, USA). Os resultados foram
expressos em picogramas por 100 mg de tecido.

O acumulo de leucdcitos nas lesGes de carcinomaciéisamente neutrofilos,
foi analisado indiretamente pelo ensaio de ativedadzimatica da mieloperoxidase
(MPO) conforme previamente descrito (QUEIROZ-JUNIE&Ral, 2009). Fragmentos
de tecido lingual foram coletados e congelados etrogénio liquido. Apds o
descongelamento, o tecido foi homogeneizado em&arfpl M NacCl, 0,02 M NaPO4,
0,015 M NaEDTA; pH 4,7) (1g de tecido em 19 mL aepao) e centrifugado a 10.000
r.p.m por 10 min. Procedeu-se, entdo, lise hipotddb precipitado adicionando-se 15
mL/g tecido de solucdo de NaCl 0,2% seguido da raeguantidade de NaCl 1,6%
Glicose 5%. Apos centrifugacdo o precipitado faidensuspenso em tampédo 0,05 M
NaPO4 (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexaid®etilambénio (HTAB) e
homogeneizado. Aliquotas da suspensao sofreramcl8scde congelamentos e

descongelamentos em nitrogénio liquido. Estes faramamente centrifugados por 15
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min a 10.000 r.p.m. A atividade MPO foi medida mdrenadante por mudancas da
densidade 6ptica a 450 nm usando tetrametilberazidi® mM) e HO, (0,5 mM). Os

resultados foram expressos como unidades relatorashase na absorbancia obtida.

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + ERbtgadrao da média). A
analise estatistica foi realizada utilizando owsafe GraphPad Prism, versédo 4.0. O
testet de Student ou a Andlise de Variancia (ANOVA) foratiizados para comparar
dois ou mais grupos experimentais, respectivamedte.caso de observacdo de
significancia estatistica no teste ANOVA, serdiraalo pés-teste&Student-Newman-

Keuls O nivel de significancia estatistica sera estaligd em p<0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados e discusséo do restndo sera feita no formato

de artigo cientifico a ser submetido para publioaca
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ABSTRACT

The chemokine CCL3 displays a diversity of rolest timay contribute to worse
prognosis in oral carcinogenesis. The aim of thidyswas to evaluate the role of CCL3
in 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO)-induced oral caogenesis. C57BL/6 (WT) and
CCL3 deficient mice (CCL3) male mice were treated with 4ANQO during 20 or 28
weeks by drinking water, concentration of 50 pg/rtie tongues were collected for
macroscopic, histopathological and immunohistoclkaimanalysis. Also, the cytokine
levels in tongue lesions were evaluated by ELISAr @sults showed a significantly
higher incidence of tumors in tongue of WT- in camigon with CCL3-treated mice.
Consistently, microscopic analysis demonstratedbaqunced cytological atypia in the
WT-treated group. The immunoexpression of PCNA KitV revealed a significant
increase of the proliferative index in WT compaseith CCL3"-treated group. The
concentration of CCL3, TNEk; CCL5 and CCL11 was significantly enhanced after
ANQO treatment, but CCI'3treated mice showed lower TNFlevel when compared
with WT. In conclusion, these data suggest a ptoteeffect of CCL3 deletion in oral
tongue carcinogenesis which may be associated VWatal changes in TNk-

production.
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INTRODUCTION

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is characttigea high degree of local
invasion and a high rate of metastasis to the calrdymph nodes, which directly
affects the prognosis of the patiéfts

To better understand the molecular mechanisms winmagenesis in OSCC,
animal models are needed. The most commonly useatkldor experimental oral
carcinogenesis are the 7,12-dimethylbenz[alanthed®MBA)-induced in hamster
cheek pouch and the 4-nitroquinoline-1 oxide (4N@@uced in tongue of rats and
mice. 4NQO is given to mice by local painting or time drinking water, for 2-6
month$™>. The incidences of tumor formation are higher wH&QO is dissolved in
drinking watef°. The DNA damage caused for 4NQO is similar to icagens present
in tobacco, which is the most important risk fadmrOSCC".

The role of peritumoral inflammatory cell infiltletin OSCC development has
been demonstratéd®® The recruitment of these immune infiltrate is ulaged by
chemokines, which are a large family of small duelly related heparin-binding
proteins that have been identified as attractahlsukocytes to sites of inflammatith
Although originally identified on leukocytes, furmbal chemokines and chemokine
receptors are also found on neoplastic cells animor-associated stromal céfts?

In previous studies conducted by our group, we mese an augmented
expression of the chemokine CCL3 in samples of mu®@&CC and an increase of
CCL3-positive cells in metastatic lymph nodes. Bted CCL3 positivity in neoplastic
cells was associated with worse OSCC prognodis line with this, an overexpression
of CCL3"'® and its receptor CCR1was observed in different types of tumors. In

hepatocellular carcinoma, CCL3 and CCR1 overexpessvas related to tumor
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progressiol. Furthermore, in a mice model of lung metastasiticed by renal cell
carcinoma the axis CCL3-CCR5 was demonstrateddolaie intratumoral trafficking
of inflammatory cells and also neovascularizatind metastasté.

These aspects prompted us to evaluate the effe€iCaf3 deletion in a mice
model of 4NQO-induced oral carcinogenesis to prewddetter understanding of CCL3

role in OSCC development.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

C57BL/6 (WT) and CCL3 deficient mice (CCLBwere obtained from Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologic&EBIO), Universidade Federal de
Minas Gerais, Brazil. Mice were maintained undemdard conditions with a 12 h
light/dark cycle, controlled temperature (24 + 2°&€@)d had free access to commercial
chow and drinking water. All experimental procedurescribed in the current study
were approved by the institutional Ethics Commitiee Animal Experimentation
(CETEA/UFMG - protocol n° 12/2011). The animals evaveighed weekly and no

changes were observed during the experimentalgerio

Experimental design

In the present study, the experimental model of tmr@gue carcinogenesis was
performed as previously descriBedBriefly, 4-Nitroquinoline-1-oxide (4NQO),
obtained as a powder (Sigma, St. Louis, MO, USAgs wissolved in ethylene glycol
(Sigma) to a final concentration of 50 pg/ml angresti at 4°C. The stock solution was
prepared weekly and diluted in the drinking water.

Experimental mice received treatment with 4ANQOddilring 20 or 28 weeks.
Control mice received drinking water without 4NQThe mean intake of water was
recorded, but there was no difference between tbepg. After the 20 or 28 weeks of
carcinogen treatment, mice were euthanized andutgngervical lymph nodes, liver,
stomach, duodenum, jejunum, ileum and large intestiere collected for microscopic

analysis.



33

Light microscopy

Tongue, cervical lymph nodes, liver, stomach, duode, jejunum, ileum and
large intestine tissues were fixed in 10% buffei@unalin, embedded in paraffin wax
and longitudinally cut (3 um sections). The slidese deparaffinized, rehydrated, and
stained with H&E. The tongue lesions were clasdifising the scores [adapted from
reference 19f: 0 - normal, 1 - mild dysplasia (changes limitedbasal third of the
lining epithelium), 2 - moderate (when the changgsesented two-thirds of the lining
epithelium), 3 - severe (more than two-thirds & #pithelium affected), 4 - carcinoma
in situ (full thickness of the lining epithelium,ub without involvement of the
connective tissue) and 5 - invasive carcinoma {eansatous islands into the
connective tissue). For microscopic analysis 5 eousve fields were evaluated by two

examiners blinded of the group status.

I mmunohistochemistry and cell counting

Immunohistochemistry was performed using the sanggdin-biotin method.
Briefly, serial sections of tongue tumors were defimized, dehydrated and rinsed in
distilled water. Then, they were incubated with%.8ydrogen peroxide twice for 15
min. For antigen retrieval, the slides were incabain citric acid buffer (pH=6.0) at
96°C for 20 min. The slides were incubated at 4?€@mght with one of the following
primary antibodies: monoclonal mouse anti-human RGdNone 124; Dako, Glostrup,
Denmark) at 1:800 and monoclonal mouse anti-humaBi’clone MM1; Novocastra,
Newcastle, UK) at 1:50. The immunolabeling was &iged through incubation in 3,3-
diaminobenzidine (DAB) solution (Dako). Finally, ethsections were stained with
Mayer's hematoxylin and covered. Negative contveése obtained by omission of the

primary antibodies, which were substituted by 1%5HESA.
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The immunostained cells were analyzed by light ascope (Axioskop 40
ZEISS; Carl Zeiss, Gottingen, Germany) at 100x nfagion and counted in the
epithelial layers in the total area of 20 conseufields in two sections. A total index

of PCNA and Ki67 positive cells was obtained addimgresults of all epithelial layers.

ELISA and MPO

Tongue lesional samples were also collected for ummenzimatic assays. The
samples were weighed and homogenized in phosphdterda saline (0.4 mM NacCl
and 10 mM NaPg) containing protease inhibitors (0.1 mM PMSF, (1M
benzethonium chloride, 10 mM EDTA, and 0.01 mg/nproéinin A) and 0.05%
Tween-20 at 100 mg/mL. The homogenate was cengifif$0.000 r.p.m) at 4°C for 10
min. The supernatant was then collected and stared0°C until further analysi¥he
concentration of CCL3, CCL5, CCL11 afddNF-o« was measured using commercially
available kits, according to manufacturer instrmesi (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA). The results were expressed as picograms of cwski S.E.M.)
normalized for 100 mg tissue.

The MPO activity, a neutrophil enzyme marker, waal@ated in homogenized
tongue tissues by enzymatic reaction, as previodekcribe®’. The MPO contents
were expressed as relative units calculated frandstrd curves based on the MPO

activity from 5% casein peritoneal-induced neutitgoh
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Statistical analysis
Statistical analysis was performed using GraphR#&iPsoftware version 4.0.
The non-parametric unpaired Studenést was performed and statistical significance

was achieved when P values were <0.005.
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RESULTS

The concentration of CCL3 in the tongue of cont@mald group treated with
4ANQO for 28 weeks is shown in Figure 1. A significancrease of CCL3 was observed
in 4ANQO-treated group€0.05).

The macroscopic analysis of the tongue lesions detrated a significantly
higher production of tumors in WT-treated mice (R8) in comparison with CCL’3
treated mice (Fig. 2D). No changes on tongue serfsere observed in the control
groups (Fig. 2A and 2C).

Consistent with the macroscopic findings, the nscapic analysis showed that
WT-treated mice exhibited pronounced cytologicaypat, with 100% of lesions
graduated as carcinoma in situ and invasive camanscores 4 and 5, respectively). In
contrast, the lesions of CCl:&reated group presented lower grade of cellulgpiat
and severity, with 57% of the lesions graduatedmaslerate and severe dysplasia
(scores 2 and 3, respectively) (Figs. 3 and 4). Tisological score confirmed
significant changes in epithelium of WT comparedhw€CL3"™ mice after 20 and 28
weeks of 4NQO treatmentp<€0.05) (Fig. 4). No abnormality in the epithelium
architecture was observed in control groups (Fi§-[3 and Fig. 4).

The immunoexpression of the proliferative markeevealed a significant
increase of PCNA and Ki67-positive cells after 28eks of 4NQO-treatment in both
groups when compared to respective controls (FBgand 6). WT mice exhibited a
significantly increased of proliferative index wheampared with CCL3 (Figs. 5 and

6).
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There were no differences for MPO activity comparithe experimental
(0.042+0.007 and 0.047+0.004 relative units, repely WT- and CCL3-treated
mice) and control groups (0.046+0.005 and 0.0393%).@espectively WT and CCL3.

The concentrations of TN&- CCL5 and CCL11 in the tongue samples were
significantly augmented in WT-treated mice when paned to the control group
(p<0.05). Moreover, CCL3-treated mice showed lower TNFlevels when compared
with WT-treated micep<0.05). Significant changes between treated grougre not
detected when analyzing the chemokines CCL5 and1QCQEig. 7).

The histopathological analysis of cervical lymphdes and the other organs
revealed no occurrence of metastasis. However,litlee samples of treated mice
presented variable degrees of hepatocyte tumefactieatosis and hemorrhage. The
stomach and intestine samples also presented leartdgrees of hyperqueratosis,

hyperplasia and inflammation.
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DISCUSSION

The involvement of inflammatory mediators, suchcagmokines, in OSCC
development has been sugge&tét**! Some chemokines, such as CCL2, CCL3 and
CXCL12, were already associated with metastasi€ga® and worse prognosis of
0SCC®? |n the current study, an experimental model ofCOSwas used to
investigate the influence of the chemokine CCL3tlmns malignancy. Our major
findings can be summarized as follows: (i) theres @asignificant induction of tumors
in the tongue of WT mice, compared to CCL3 defitiemce and controls; (ii) these
results were confirmed by histopathological analyand index of neoplastic cell
proliferation; (iii) CCL3-treated mice showed lowesncentration of TNFe in tongue
lesions than WT-treated mice.

Animal models are useful because they allow theodyible isolation of all
stages of carcinogeneSisiere we used the 4NQO to induce squamous cealincana
in tongue in mice. We observed a significant induciof tumors in tongue of treated
mice demonstrating that 4NQO was able to induc@®péhological changes during the
course of the experiment. The patterns of PCNA Ki8d expression confirmed these
results. The advantages of employing this carcinogee solubility, easiness of
administration, the DNA damage is similar to effeptoduced by tobacco carcinogens
and it induce lesions preferably in tongue and lagpé®’ The induced tongue
lesions are well located with minimal infiltratingells>. There was no documented
occurrence of lymph nodes metastasis in this mdaéact we did not find a detectable
amount MPO activity, and inflammatory cells in tumstroma, as well as, no

occurrence of metastasis to the cervical lymph s@ae other organs.
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The increase of CCL3 expression in tongue carcisoimauced by 4NQO may
be indicative for a role of this molecule in orarcinogenesis. The CCL3 chemokine
plays a crucial role in the recruitment of leucesytinto inflammatory sité%
Furthermore, CCL3 is important for intratumoral @ewlation of mononuclear cells as
granulocytes, macrophages and fibrobfdsfs Indeed, CCL3 is augmented in different
types of tumors*"?*?? including OSCE&-.

The effect of CCL3 and CCR1 deletion was previowddynonstrated in other
types of tumors*® Here, we observed a reduced tongue tumors fosmati absence
of CCL3. In accordance, CCL3 and CCR1 deficientani@ad significantly reduced
incidence of tumors in chemical carcinogen-inducéepatocarcinogenesfs
Furthermore, CCL3 and CCL5 deficiency resulted ignificantly reduced lung
metastasis induced by renal cell carcinSinm line with this, we previously observed
an augmented CCL3 expression in OSCC neoplastis @etl metastatic lymph nodes,
which were associated with worse progntsi®n the other hand, a high percentage of
CCL3' cells in tumoral stroma (of these same samples)asaociated with better mean
survival raté® A previous study showed that CCL3 was involvedhie host defense
against breast cané@r Moreover, some studies showed that adenocarcincetia
transfected with the CCL3 gene had reduced tumoiegg and induced protective
immunity in immunocompetent mite These differences can be explained by distinct
experimental approaches, type of tumors and pasamanalyzed. Taken together, the
results might suggest that CCL3 have a role insgpread of tumoral cells and in the
host defense against tumor. These apparently pecadloroles deserve further
investigation.

We also observed an increase of TWFCCL5 and CCL11 production

associated with 4NQO treatment. It can indicatessible role of these mediators in the
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ANQO-induced carcinogenesis. CCL11 has an importdatin cancer because it is a
powerful eosinophil chemoattractdht CCL5 expression has also been detected in
many types of canc&and its relationship with breast cancer metastaaisshowrt.
Furthermore, CCL5 and CCR5 genes polymorphisms wereelated with increased
risk of OSCC developmefit We verified a diminished local TNé&-production in
CCL3 deficient mice. These reduced levels mighant for the protective effect in
tongue carcinogenesis observed in the absence b8.CINF-u is the one of the key
cytokines related to inflammation-associated canesrd strong evidences show that
this mediator is involved in early stages of camgenesis in murine modéfsIn a
mouse model of skin carcinogenesis, ThlFdeficient mice were resistant to
DMBA/TPA-treatment”. Similar results were shown by Suganuma et al9gf8
Also, the depletion of TN receptors (TNFR1 and TNFR2) was able to reduce the
susceptibility of mice to skin carcinogenéSisnterestingly, the release of TNFfrom
endothelial cells and tissue macrophages is abladiace the CCL3 production from
stromal and tumoral ceffs

In conclusion, our findings provide evidence of tBEL3 contribution in the
oral carcinogenesis induced by 4NQO. The mechantsynahich CCL3 affects oral
tumorigenesis (if activation of specific inflammato pathways with selective
recruitment of inflammatory/immune cells populatiomduction of angiogenesis;

stimulation of tumor growth and spreading or otheesd further investigation.
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FIGURE 1 - Increase of CCL3 concentration in tongues of 4AN@@ted mice

(C57BL/6) after 28 weeks. i< 0.05 in relation to control.
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FIGURE 2 — Macroscopic aspect of tongues from control aqmeemental C57BL/6
and CCL3 mice. No morphological changes were seen in C57BA)6and CCL3"
(C) control mice. The asterisks indicates the chhifeatures of induced lesions in

C57BL/6 (B) and CCL3 (D)-treated mice after 28 weeks with 4NQO (Barr.£ €m).
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FIGURE 3 — Representative histopathological images of thgues of control and
experimental mice. A-B (C57BL/6) and C-D (CCDBindicate control mice. E-F

(C57BL/6) and G-H (CCL3) show samples of treated mice after 28 weeks with

ANQO.
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FIGURE 4 — Histopathological scores obtained for contralsl &xperimental groups
treated for 20 or 28 weeks with 4ANQOp% 0.05 when compared to respective controls.

#n<0.05 comparing treated WT and CCLfhice.
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FIGURE 5 — Immunohistochemical expression of PCNA in tongii€€57BL/6 (A, B)
and CCL3" (C,D) -treated mice for 28 weeks with 4NQO. (E)a@tification of total
PCNA positive cells in control and groups treated 28 weeks with 4NQO. $<0.05

when compared to respective contr8ls<0.05 comparing treated WT and CCLfhice.
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FIGURE 6 - Immunohistochemical expression of Ki67 in tongieC57BL/6 (A, B)
and CCL3(C, D) -treated mice for 28 weeks with 4NQO. (E)a@tification of total
Ki67 positive cells in control and groups treated 28 weeks with 4ANQO. $<0.05

when compared to respective contrdig<0.05 comparing treated WT and CCL3
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FIGURE 7 — Concentration of TNk; CCL5 and CCL11 in control and experimental
groups treated for 28 weeks with 4NQ(p ¥0.05 when compared to respective

control; #p<0.05 when comparing treated WT and CClaice.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A comunidade cientifica € unénime ao considerar gumuito importante
aprofundar conhecimentos em relacdo aos eventecoiates, genéticos e bioquimicos
gue ocorrem no processo de carcinogénese bucakt&mtb, pesquisas que utilizam
biopsias de tumores de boca humanos possuem aldiomtag6es, principalmente pela
grande variabilidade de amostras, com estagiogcatine caracteristicas genotipicas
diferentes, e pelo uso de diferentes parametr@vakacao. Tal dificuldade motivou a

realizacao deste trabalho.

O estudo em animais pode ser uma alternativa, gis¢oos tumores induzidos
possuem caracteristicas clinicas e histolégicadasen dentro de um mesmo grupo.
Além disso, o estagio das lesGes segue um padrgmtal semelhante para os animais.
Desta forma, estes estudos permitem controlar ariaailos vieses, e garantem boa

confiabilidade nos resultados.

O modelo utilizado neste estudo possui muitas gemis, como ja foi descrito
previamente (KANOJIA; VAIDYA, 2006; LUet al, 2006; TANGet al, 2004).
Contudo, possui também algumas limitacbes comongoldempo necessario para a
inducdo dos tumores (28 semanas). Tal limitacdo drdra dificuldade: a de realizar
experimentos visando estratégias terapéuticas. Ad#$s0, as caracteristicas do
infiltrado das lesGes induzidas desencorajam ftgatatfuturas de caracterizacdo da
populacao celular inflamatéria. Sabe-se que célafEmmatorias em intima associacao
com o estroma tumoral podem influenciar o progoostio CCEB. Nosso estudo
revelou a presenca de uma pequena ou quase apsepatacao de células inflamatorias
dentro dos tumores, 0 que pode ser confirmado geldss morfolégicos e de producéo

de MPO. Além disso, o tratamento com 0 4NQO nacdpaz de induzir metastases em
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orgaos distantes. Isto limita a busca pelo enteawlionde como acontece a cinética de
migracdo das células neoplasicas neste modeloarfoyrtcaracterizar o infiltrado
inflamatorio neste modelo pode ser um entrave raEuesio dos trabalhos. Neste
sentido, o emprego de um modelo utilizando o DMBAg ser uma perspectiva, visto
que as lesdes provocadas durante o tratamentogmossua resposta inflamatoria mais

expressiva (FRENKEEt al, 1995; Llet al, 2002).

A utilizacdo de imuno-histoquimica para tentar difisar marcadores
especificos nestas lesfes torna-se um desafio deddimitacbes da técnica e do
observador, apesar do baixo custo e facilidadetudon o emprego de técnicas de
quantificacao poreal time PCRreacdo em cadeia da polimerase) se apresentam com

uma ferramenta importante.

O papel de CCL3 necessita ser melhor esclarecida [sarticipacdo na
tumorigénese parece ser importante para o recratantke leucdcitos e liberacdo de
mediadores inflamatorios que podem favorecer aadegéo da matriz extracelular, e
consequentemente a migracao de células tumoraissfiars distantes. Entretanto, sabe-
se que o processo de carcinogénese € muito compiexqual ocorre interacdo de
outras moléculas, bem como de diferentes populagg@ekares que podem favorecer ou

antagonizar a resposta do hospedeiro contra o tumor
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6 CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos neste estuti®spaconcluir que:

1. O modelo com o 4NQO mostrou-se eficaz para indugdumores na

lingua dos camundongos.

2. Nossos dados sugerem a participagdo da quimiocii@l3C na
carcinogénese bucal induzida pelo 4NQO, a qual st relacionada a

modificacdes locais nos niveis de TNF-
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7 PERSPECTIVAS

Com base nos achados deste estudo, algumas pergonot&am a continuidade
deste trabalho:
1 — A(s) acéo(0es) de CCL3 neste modelo de carcidogse ocorre(m)
predominantemente via ligacdo a CCR1, CCR5 ou amb®s
Dados da literatura e também do nosso grupo demaoaist que a ligacdo de CCL3
nestes receptores pode resultar em acdes sinémicamtagonicas dependendo do
modelo de estudo (ANDRADE J& al.2009; FERREIRA JRt al, 2011; ROFFFet
al.,, 2010). Para responder a esta questdo, pretendeaizar experimentos

empregando-se animais geneticamente deficienteedegtores CCR1 e CCR5.

2 — Qual o mecanismo pelo qual CCL3 influencia a pgresséo tumoral?

Com base na literatura, duas hipoteses podem tsdreteridasa primeira € de que a
quimiocina provoca o recrutamento de leucocitos)cppalmente macréfagos, para o
sitio tumoral, resultando na liberacdo de uma s#ienediadores proé-inflamatoérios e
angiogénicos, o que favoreceria a migracédo cetilarsurgimento de metastases. Para
tentar responder a tal questionamento pretenderffecar a expressdo de um marcador
vascular (Fator Von Willebrand, também conhecidon@oFator VIII) por técnica
imuno-histoquimica. Analisaremos entdo, a existém ndo de diferenca entre os
grupos CCL3(KO) e C57(WT). De acordo com nossoa@da até o presente momento,
espera-se que o grupo dos WT tratados com 4NQQupassior expressao deste
marcador. Caso sejam observadas diferencas sagivfis, outros marcadores

envolvidos na angiogénese (como VEGF) serdo adaksaor qPCR.
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Em um recente experimento realizado em nosso lafsaraverificamos uma reducéo
da expressdo do marcador F4/80 (expresso por magofteciduais maduros) nos
animais CCL3 em comparacdo aos C57(WT). A partir destes dadosufou-se
também asegundahipodtese, na qual a quimiocina CCL3 poderia estaplgida na
polarizacdo macrofagica e desta forma influencieesposta do hospedeiro ao tumor.
Os macrofagos podem assumir um fendtipo M1 (clasmate ativado) ou M2
(alternativamente ativado), baseado no perfil @gpastas Th1/Th2, respectivamente.
Sabe-se que macréfagos associados a tumores (TABSEJ0 associados com
proliferacdo e sobrevivéncia de células malignasyiogénese, remodelamento do
estroma e formacédo de metastases (MANTOVANaAL, 2008; RUFFELet al, 2012;
SOLINAS et al, 2010). Tal polarizacdo € estimulada em respastecitocinas e
mediadores expressos, em diferentes tumores. Eah geacrofagos M1 sdo induzidos
por IFN<, ou em conjunto com outras citocinas como o TNFGM-CSF, ou LPS. Os
macrofagos M2 podem ser induzidos pela liberacadLee e IL-13, por exemplo
(ALLAVENA et al, 2008; RUFFELLet al, 2012).

Para responder a este questionamento, pretenderfieav a expressao de alguns
potenciais marcadores desta polarizacdo fenotipmano por exemplo: M1 (IFN;
INOS, COX-2) e M2 (Manose, Arginase e IL-4) empradase gPCR.

Caso seja confirmado o papel da polarizacdo magicafapretende-se também avaliar o
papel de CCL2 neste modelo, uma vez que a quinaoCi@L2 é provavelmente a
quimiocina mais comumente encontrada em alguns tipdumores (sarcomas, tumores
de pulméao, tumores ovarianos e de mama) e que ma@sssui um papel fundamental
no recrutamento e infiltracdo e polarizacdo magioéa(MANTOVANI et al, 2002;
MANTOVANI et al, 2011). Além disto, dados do nosso grupo demarsstr a

expressdo desta molécula no CCEB e sua relacédm quar prognosticoRERREIRA
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et al, 2008). Ainvestigacdo do papel de CCL2 sera realizada eyapd®-se animais
deficientes de CCR2, um dos principais receptoeeS@L2.

Outra perspectiva que motiva a continuacdo destealho é¢ a de realizar
experimentos visando estratégias terapéuticagyogem ser executados bloqueando-se
a quimiocina CCL3. Existem interessantes trabatfao$teratura que mostram o efeito
da administracdo de Evasina-1, um ligante com aitadade por CCL3, capaz de
modular negativamente sua funcdo (RUS&@l, 2011; CASTORet al, 2010). Sendo
assim, pretende-se realizar um experimento no @ganimais seriam tratados com o
4ANQO por um periodo menor, mas suficiente parazimés alteracdes (16 semanas), e,
em seguida administrar a Evasina-1 pelo restanteedi@do experimental e avaliar o
efeito terapéutico produzido. A avaliacdo serd oarmth sob os mesmos parametros ja
realizados até este ponto da pesquisa. Nossa tea@ee possivelmente o tratamento
com Evasina-1 seja capaz de reduzir a incidénciatudeores, bem como dos

mediadores inflamatdrios envolvidos.
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ANEXOS

Anexo | — Parecer do Comité de Etica em Experimentdio Animal
(CETEA/UFMG).

UNIVERS!DADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo. n® 12/2011, relativo ao projeto - intitulado
* Participacdo do infiltrado inflamatorio peritumoral. e da quimiocina MIP-
1A/CCL3 na carcinogénese bucal’', que .tem ‘CcOMo responsavel(is) Tarcilia
Aparecida Silva , esta(30) de acordo com 05 Principios’ Eticos da ‘Experimentagdo
Animal, adotados pelo Comité dé Ftica em Experimentagdo Animal
(CETEA/UFMG), tendo sidc aprovadQ na reunido de 30/ 03/2011.

Este certificado expira-se em 30/ 03/ 2016.

CERTIFICATE-

We hereby certify that the Protocel n® 12/2011, related to the project entitled
“Role of peritumoral inflammatory infiltrate and. the chemokine MIP-
13/CCL3 on oral carcinogenesis’, under the supervisiors of Tarcilia Aparecida
Silva, IS in agreement with the Ethlcal Prmcxples in Animal Experimentation, adopted
by the Ethfcs Committee in Animal Experlmentatlan (CETEA/UFMG), and
was approved in March 30, 2011.

This certificate expires in March 30, 201’16.‘

;

i

Belo Horizdhie,|4 de Abril de 2011.

Profa, Jacquelinyisaura Alvarez-Leite

" Coordenado%a\do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampuiha
Unidade Administrativa Il - 2° 'Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Te!efone (31) 3499-4818
www.ufma.bribiceticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0) ; : T PR s
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Anexo |l - Percentuais dos escores histopatoldgicobtidos para os grupos controle
e tratados com 4NQO por 20 e 28 semanas.

Controles 4ANQO
Escore 20 semanas 28 semanas
WT  ccL3” WT ccL,3”™  wr  ccL3”
0 n=>5 n=>5 - n=2 - -
(100%)  (100%) 25%)
1 - - - n=2 - -
(25%)
2 - - n=2 n=1 - n=1
(25%) (12,5%) (14,4%)
3 - - n=5 n=3 - n=3
(62,5%) (37,5%) (42,8%)
4 - - n=1 - n=7 n=3
(12,5%) (70%)  (42,8%)
5 - - - - n=3 .

(30%)




