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RESUMO 

 
 

O presente estudo avaliou o envolvimento dos receptores CXCR2 para quimiocinas, 

no carcinoma espinocelular oral, através de ensaios in vitro e in vivo. A incubação in 

vitro do antagonista seletivo não-peptídico dos receptores CXCR2, SB225002 (25 a 

3200 nM), produziu uma inibição dependente do tempo e da concentração, da 

viabilidade das linhagens SCC158 e HN30, de carcinoma oral de células escamosas 

de ratos e humanos, respectivamente. Por outro lado, a incubação com este 

antagonista não produziu alteração significativa da viabilidade da linhagem HaCaT 

de queratinócitos humanos normais. O papel dos receptores CXCR2 foi ainda 

avaliado através da utilização dos agonistas seletivos para estes receptores em 

humanos (IL-8) e em ratos (CINC-1). Esta série de resultados demonstrou que a 

incubação de IL-8 (1 a 100 ng/ml) ou de CINC-1 (1 a 10 nM) produziu um aumento 

concentração-dependente da proliferação das linhagens celulares HN30 de 

humanos e SCC158 de ratos, respectivamente. A injeção submucosa de células 

SCC158 (5 x 106 células/sítio), na língua de ratos Fischer 344, induziu o 

desenvolvimento de carcinoma espinocelular oral, com características lembrando  

àquelas observadas clinicamente em humanos. O aumento tumoral foi evidente 

após sete dias da inoculação das células, sendo máximo em 40 dias. Depois desse 

período de tempo, o tamanho da lesão impediu que fossem continuados os 

experimentos. De forma interessante, a análise por imunoistoquímica demonstrou 

um aumento marcante da expressão dos receptores CXCR2 na língua de ratos com 

tumor, independente do tempo de avaliação. O aumento da expressão dos 

receptores CXCR2 foi acompanhado de um aumento dos marcadores de 

angiogênese e apoptose, VEGF e caspase-3, respectivamente. Os dados do 

presente estudo sugerem um importante papel para os receptores CXCR2 no 

carcinoma oral de células escamosas. Estudos adicionais precisam ser realizados a 

fim de determinar o efeito do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores 

CXCR2, SB225002, no desenvolvimento tumoral in vivo.  

 

Palavras-chave: carcinoma espinocelular oral, quimiocinas, receptores CXCR2, 

VEGF, caspase-3. 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

The present study has evaluated the relevance of CXCR2 chemokine receptors in 

the oral squamous cell carcinoma, by means of in vitro and in vivo approaches. The 

in vitro incubation of the selective and non-peptide CXCR2 receptor antagonist 

SB225002 (25 to 3200 nM) produced a time- and concentration-dependent inhibition 

of viability of the cell lines SCC158 e HN30, from rat and human origin, respectively. 

On the other hand, this antagonist failed to significantly affect the viability of the 

normal keratinocyte lineage HaCaT. The role of CXCR2 receptors was further 

confirmed by testing the effects of the selective human and rat agonists, IL-8 (1 to 

100 ng/ml) and CINC-1 (1 to 10 nM), respectively. This series of results revealed a 

concentration-dependent increase of HN30 and SCC158 cell proliferation, 

respectively. The sub-mucosal injection of SCC158 cells (5 x 106 cells per site), into 

the tongue of Fischer 344 rats, induced tumor development, which displayed typical 

clinical features. The tumor growth was evident as early as seven days following cell 

inoculation, being maximal at 40 days. After this period, the lesion length did not 

allow continuing experiments. Of high interest, the immunohistochemical analysis of 

rat tongue biopsies revealed a marked increase of CXCR2 receptor expression in the 

tumor groups, independent on the time of evaluation. The up-regulation of CXCR2 

receptors was accompanied by an expressive augmentation in the expression of the 

molecular markers of angiogenesis and apoptosis, VEGF and caspase-3, 

respectively. Our data suggests an important role for CXCR2 receptors in oral 

squamous cell carcinoma. Additional studies are needed to determine the effects of 

treatment with the selective CXCR2 chemokine receptor antagonist SB225002, on in 

vivo tongue carcinoma growth.  

 

 

Keywords: oral squamous cell carcinoma, chemokines, CXCR2 receptors, VEGF, 

caspase-3. 
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INTRODUÇÃO 

 
 

Câncer oral é uma denominação usada para diferentes neoplasias malignas 

tanto em cavidade oral como em orofaringe. Dentro deste grupo, o carcinoma 

espinocelular é o tipo mais comum e representa mais de 90% dos casos (INCA, 

2002; WHO, 2005; Brinkman e Wong, 2006). Estas neoplasias são consideradas um 

problema de saúde pública no Brasil e em muitos outros países e, embora variem 

em diferentes regiões do mundo, os maiores índices da doença são verificados em 

países em desenvolvimento (Brinkman e Wong, 2006; McDowell, 2006; INCA, 2008). 

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), a estimativa atual 

aponta mais de 14.000 novos casos por ano, mantendo a proporção homem/mulher 

em torno de 3:1 (INCA, 2008).  

Apesar dos avanços significativos no tratamento de outros tipos de 

neoplasias, a morbidade e mortalidade associadas ao câncer oral continuam 

elevadas. O prognóstico favorável ocorre principalmente com o diagnóstico precoce 

das lesões que, juntamente com a prevenção, segue sendo a melhor abordagem 

(Brinkman e Wong, 2006; Massano, 2006; McDowell, 2006). Geralmente, o 

tratamento padrão do carcinoma espinocelular compreende remoção cirúrgica e 

radioterapia ou a combinação de ambas (INCA, 2001; Rapaport et al., 2001; 

Cochrane, 2007). A quimioterapia pode ser empregada nos casos avançados 

visando à redução do tumor, previamente ao tratamento padrão ou como tratamento 

paliativo, diferentemente do que ocorre no tratamento de outros tumores. Em função 

da extensão da lesão, o tratamento deste grupo de neoplasias pode produzir 

alterações funcionais e estéticas significativas, determinando um grande impacto na 

qualidade de vida do paciente (Chandu et al., 2006). A pequena variação no 

tratamento do paciente com carcinoma espinocelular motiva a realização de novos 

estudos que identifiquem fatores que possam melhorar tanto abordagem individual 

quanto a terapia (Massano, 2006).  

As quimiocinas (citocinas quimiotáticas) e seus receptores possuem ações 

fundamentais na patogênese de diversas doenças. Inicialmente, foram estudadas 

em função do seu papel na inflamação. A interação das quimiocinas com seus 

receptores leva à ativação de diversas vias de sinalização intracelular (Rosenkilde e 

Schwartz, 2004; Charo e Ransolhoff, 2006; Rollins, 2006). Por exemplo, de forma 
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geral, a família das quimiocinas CXC induz à migração de neutrófilos e linfócitos (Le 

et al., 2004) e pode influenciar funções angiogênicas e angiostáticas (Strieter et al., 

2006). O protótipo desse grupo é a interleucina 8 (IL-8/CXCL8) (Holmes et al., 1991; 

Van Damme et al., 2004; White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). Neste 

contexto, tem sido sugerido que agentes capazes de bloquear os receptores de 

quimiocinas, como o CXCR2, poderiam constituir uma nova classe de 

medicamentos, reduzindo as respostas inflamatórias e álgicas em diferentes 

situações clínicas (Baggiolini, 2001; Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004; White et 

al., 2005).  

 A relação entre inflamação e câncer já havia sido descrita no final do Século 

XIX, por Virchow (Coussens e Werb, 2002; Rosenkilde e Schwartz, 2004). Embora 

seja claro que a proliferação celular, por si só, não causa câncer, diversos estudos 

vêm ampliando o conceito de que a inflamação é um componente crítico na 

formação do tumor, chamando à atenção o microambiente tumoral, onde as células 

inflamatórias parecem exercer um papel fundamental no processo de proliferação, 

sobrevivência e migração da neoplasia (Desbaillets et al.,1997; Coussens e Werb, 

2002). Além disso, as células tumorais podem expressar moléculas sinalizadoras 

das para invasão, migração e metástase, incluindo as quimiocinas e seus receptores 

(Coussens e Werb, 2002; Balkwill, 2003; Rosenkilde e Schwartz, 2004).  

As diversas evidências experimentais sugestivas do envolvimento 

quimiocinas CXC, bem como de seus receptores, nos processos de oncogênese 

estimularam outros estudos a fim de identificar antagonistas dos receptores de 

quimiocinas como possíveis alternativas para a terapia do câncer (Hidaka et al., 

2002). Em um dos principais estudos, o antagonista SB225002 diminuiu a 

proliferação de células de carcinoma de esôfago em cultura, sugerindo que o 

bloqueio dos receptores CXCR2 poderia representar uma estratégia potencial para o 

tratamento do câncer (Wang et al., 2006).  

Assim, um novo paradigma vem sendo amplamente aceito: a inflamação 

crônica regulada por quimiocinas no local do tumor pode facilitar sua progressão, ao 

invés de promover imunidade antitumoral. A quebra desse ciclo, inibindo citocinas, 

quimiocinas e outros mediadores, isoladamente ou em uma combinação de terapias, 

poderia determinar regimes terapêuticos eficazes no tratamento das neoplasias (Yan 

et al., 2006).  
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REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

1 Câncer Oral 

Câncer oral é uma denominação usada para diferentes neoplasias malignas 

tanto em cavidade oral como em orofaringe. Dentro deste grupo, o carcinoma 

espinocelular é o tipo mais comum e representa mais de 90% dos casos (WHO, 

2005; INCA, 2008). Este grupo de neoplasias é um problema de saúde pública no 

Brasil e em muitos outros países. Embora a incidência e a mortalidade por câncer 

oral variem em diferentes regiões do mundo, os maiores índices da doença são 

verificados em países em desenvolvimento (Danaei et al., 2005; Brinkman e Wong, 

2006; McDowell, 2006; INCA, 2008). De acordo com o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA), as estimativas no Brasil indicam que as neoplasias malignas da cavidade 

oral apresentam-se como quinto grupo mais frequente entre os homens e o sétimo 

entre as mulheres. A estimativa atual aponta mais de 14.000 novos casos por ano, 

mantendo a proporção homem/mulher em torno de 3:1 (INCA, 2008).  

O carcinoma espinocelular oral é causado por uma combinação de fatores 

extrínsecos e intrínsecos (radiação solar, tabaco, álcool, suscetibilidade genética, 

entre outros) que atuam em conjunto durante um período de tempo para o início de 

uma neoplasia (Danaei et al., 2005; McDowell, 2006). Isto envolve a interação do 

carcinógeno com o DNA da célula a ele exposta determinando uma mutação. Esta 

célula permanece latente, podendo ser eliminada do organismo ou vir a proliferar 

quando forem ultrapassados seus mecanismos de regulação e controle (Coussens e 

Werb, 2002; Brinkman e Wong, 2006).  

As localizações preferenciais do carcinoma espinocelular são língua, lábio 

inferior e soalho, podendo ocorrer em qualquer parte da cavidade oral (Rapaport et 

al., 2001; Silverman et al., 2004). Clinicamente, a lesão típica de carcinoma 

espinocelular tende a assumir um aspecto proliferativo ou de uma ulceração 

endurecida, assintomática, com bordas elevadas, que não cicatriza.  Pode também 

se desenvolver a partir de lesões pré-existentes, em forma de leucoplasias, 

eritroplasias e ulcerações (Pindborg, 1997; Neville et al., 2004; Silverman et al., 

2004; WHO, 2005).  

O carcinoma espinocelular ocorre a partir do epitélio de revestimento da 

cavidade oral e seu aspecto histopatológico se caracteriza por ilhas e cordões de 
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células epiteliais malignas, lembrando a morfologia das células escamosas, que 

invadem os tecidos adjacentes. Tanto os tumores superficiais quanto os invasivos 

apresentam graus variados de pleomorfismo celular e nucelar, produção de pérolas 

de ceratina e inflamação. Esta variação na diferenciação determina a graduação 

histopatológica do tumor: bem diferenciado a pobremente diferenciado – Graus I a IV 

(Anneroth et al., 1986; Odell et al., 1994; Pindborg, 1997; WHO, 2005; Lourenço et 

al., 2007). 

Assim como outras neoplasias, o carcinoma espinocelular oral também é 

estadiado clinicamente para estabelecer as bases do tratamento. O sistema usado 

na maioria dos centros é a classificação TNM – tumor-nodo-metástase, onde T 

indica o tamanho do tumor, N a presença ou ausência de lesões metastáticas nos 

linfonodos e M refere-se a metástases distantes (INCA,2002; Silverman et al., 2004; 

WHO, 2005). Entretanto, as evidências demonstram que esse sistema é insuficiente 

para determinar o prognóstico de pacientes com carcinoma oral. Em função disso, 

tem-se buscado meios de identificar quais são os indivíduos suscetíveis, de 

aumentar o diagnóstico precoce e de reduzir o atraso na referência dos pacientes 

com câncer para o tratamento adequado (Kademani et al., 2005; Brinkman e Wong, 

2006; Mc Leod, 2006). A sobrevida do paciente com carcinoma espinocelular varia 

conforme a localização topográfica primária. As recidivas ocorrem principalmente 

nos primeiros 2 a 3 anos, sendo o período de risco de 5 anos. As taxas de cura para 

esta neoplasia estão relacionadas ao estágio do tumor - lesões em estágio inicial 

podem ter 95% de chances de cura (INCA,2002; Chandu et al., 2005; Massano et 

al., 2006; Bell et al., 2007).  

Os fatores que influenciam a escolha do tratamento estão 

relacionados com as características do tumor e do paciente. O objetivo final do 

tratamento é erradicar o tumor, preservar ou restaurar forma e 

função, minimizar as sequelas do tratamento e evitar qualquer novo tumor primário. 

Para atingir estes objetivos, as modalidades de tratamento disponíveis atualmente 

incluem a cirurgia, radioterapia, quimioterapia, tratamentos combinados e estratégias 

de prevenção incluindo estilo de vida e quimioprofilaxia (Rapaport et al., 2001; INCA, 

2002; Neville et al., 2004; Chandu et al., 2005; Shah e Gil, 2009). A quimioterapia 

pode ser empregada nos casos avançados visando à redução do tumor, a fim de 

possibilitar o tratamento posterior pela radioterapia ou cirurgia. Nesses casos, o 
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prognóstico é extremamente grave, pois, em função da extensão, o controle da 

lesão é limitado, independentemente do tratamento utilizado. Muitas vezes, nos 

casos de câncer de cabeça e pescoço, a quimioterapia é paliativa, ao contrário do 

que ocorre no tratamento de outros tumores. A quimioterapia pode ser realizada com 

um único agente ou por uma combinação deles, o que aumenta a taxa de resposta, 

embora a toxicidade também seja maior, sem que se tenham evidências 

convincentes do aumento da sobrevida. Alguns dos agentes usados atualmente, 

como a cisplatina e 5-fluorouracil, buscam reduzir o tumor através do controle local e 

também de metástases (Cochrane, 2007; Tsuji et al., 2007; Zima et al., 2007).  

A permanência dos elevados índices de morbi-mortalidade e a pequena 

variação na terapia motiva a realização de novos estudos em busca de uma melhor 

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

 

 

2 Quimiocinas 

 

As quimiocinas (citocinas quimiotáticas) representam um grupo de pequenas 

proteínas, que estão implicadas em uma série de processos biológicos, 

especialmente aqueles relacionados à movimentação dos leucócitos e sua migração 

do sangue para os tecidos, locais de inflamação ou lesões, a partir da ativação dos 

receptores de quimiocinas (Rosenkilde e Schwartz, 2004). Inicialmente estudadas 

em função do seu papel na inflamação, as quimiocinas e seus receptores possuem 

ações fundamentais na circulação das células mononucleares pelo corpo, na 

organização do sistema imune e na patogênese de diversas doenças (Slettenaar e 

Wilson, 2006). Além de células hematopoiéticas, células endoteliais, musculares, 

epiteliais, entre outras, expressam os receptores para quimiocinas (Rosenkilde e 

Schwartz, 2004). Em razão disso, diferentes antagonistas dos receptores de 

quimiocinas vêm sendo desenvolvidos com o intuito de modular a inflamação e a 

resposta imune (Ben-Baruch, 2006; Charo e Ransohoff, 2006).  

As quimiocinas humanas são um grupo de aproximadamente 50 moléculas. 

Representam polipeptídeos de 8-kD a 12-kD, com 67 a 127 aminoácidos, que 

contém duas alças dissulfeto internas. São organizados em quatro famílias com 

base na disposição dos dois resíduos de cisteína amino-terminais que integram as 

pontes de dissulfeto (FIGURA 1). Esses resíduos de cisteína podem estar 
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imediatamente adjacentes (quimiocinas CC) ou separados por um aminoácido 

qualquer (quimiocinas CXC). Existem ainda as quimiocinas XC e as quimiocinas 

CX3C, que ocorrem em menor número (Baggiolini,1997; Baggiolini, 2001; Frederick e 

Clayman, 2001; Le et al., 2004; Moser e Williman, 2004; Slettenaar e Wilson, 2006). 

A nomenclatura é determinada pela estrutura (CC, CXC, XC e CX3C) seguida de L 

(para ligante) e um número (Murphy et al., 2000; Baggiolini, 2001). 

 

 

 
FIGURA 1.  Estrutura das famílias de quimiocinas (Adaptado de Frederick & Clayman, 2001). 

 

A diferença estrutural entre as quimiocinas influencia diretamente a ligação 

aos receptores (White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). Os principais efeitos 

das quimiocinas são mediados pela interação com diversos receptores acoplados à 

proteína G, que possuem sete domínios transmembrânicos (FIGURA 2). A interação 

das quimiocinas com seus receptores leva à ativação de diversas vias de sinalização 

intracelular, o que resulta no influxo de Ca++ e no rearranjo da actina celular, 

promovendo, finalmente, quimiotaxia (Rosenkilde e Schwartz, 2004; Charo e 
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Ransolhoff, 2006). Os receptores de quimiocinas são divididos em famílias 

diferentes, de acordo com o tipo de quimiocinas a que se ligam (Baggiolini, 2001; 

White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). A nomenclatura é definida como CC, 

CXC, C, ou CX3C, seguidas de R (para receptor) e um número (Murphy et al., 2000; 

Baggiolini, 2001). 

 
FIGURA 2. Receptor acoplado à proteína G para quimiocinas. A figura ilustra a 
interação quimiocina-receptor: (1) indica o sítio de fixação à matriz da porção C-terminal 
da quimiocina; (2) mostra a alça que permite o contato inicial da quimiocina com o 
receptor; (3) representa a porção N-terminal que interage com o sítio de ligação formado 
pelas regiões transmembrana do receptor (Adaptado de Moser e Williman, 2004). 

 

As quimiocinas CC apresentam duas cisteínas adjacentes e têm a função de 

atrair células mononucleares aos locais de inflamação crônica. O representante 

principal deste grupo é a quimiocina MCP-1 (proteína quimiotática de monócitos), 

chamada atualmente de CCL2, que induz os monócitos a deixarem a corrente 

sanguínea em direção ao tecido adjacente, tornando-se macrófagos teciduais. A 

MCP-1 é um potente agonista para monócitos, células dendríticas, linfócitos T de 

memória e basófilos. Entre outras, algumas quimiocinas CC de relevância são 

CCL3/MIP-1  CCL4/MIP-1β e CCL5/RANTES (Bone-Larson et al., 2000; Ben-

Baruch, 2006). Estas quimiocinas CC se unem a receptores CC, identificados até 

agora como CCR1 a CCR10, sendo expressos na superfície de diferentes células 

(White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 1).  
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QUADRO 1. Família das quimiocinas CC e seus receptores.
 

NOME ATUAL ABREVIATURA E NOME ANTERIOR RECEPTOR CÉLULA ALVO 

CCL1 I-309   CCR8 MO, T 
CCL2 MCP-1 Monocyte chemoattractant proteín-1 CCR2 MO,T,Ba,NK, P 
CCL3 MIP-1ª Macrophage inflammatory protein-1  CCR1,CCR5 MO,T, Ba,NK, 

H,E, D, P  
CCL4 MIP-1b Macrophage inflammatory protein-1  CCR5 MO,T,NK,D,P 

CCL5 RANTES Regulated on activation of normal T-cell expressed 
and secreted 

CCR1,CCR3 
CCR5 

T, Ba, 
NK,MA,E.D,P 

CCL6   Desconhecido CCR1,CCR2 
CCR3 

MA 

CCL7 MCP-3 Monocyte chemoattractant protein-3 CCR1,CCR2 
CCR3 

MO, T, NK, D, E, 
BA 

CCL8 MCP-2 Monocyte chemoattractant protein-2   MO, T, NK, E, Ba 
CCL9/10   Desconhecido CCR1 T 
CCL11 Eotaxin   CCR3 E,T 
CCL12   Desconhecida CCR2 MO, E, T 
CCL13 MCP-4 Monocyte chemoattractant protein-4 CCR1,CCR2 

CCR3 
MO, E, T 

CCL14 HCC-1 Hemofiltrate CC-chemokine-1 CCR1 MO, H  
CCL15 HCC-2 Hemofiltrate CC-chemokine-2 CCR1,CCR3 MO, E, T 
CCL16 HCC-4 Hemofiltrate CC-chemokine-4 CCR1 T, N 
CCL17 TARC Thymus-and activation-related chemokin CCR4 T 
CCL18 PARC Pulmonary-and activation-regulated chemokin Desconhecido T naive 
CCL19 ELC Epstein-Barr virus-induced receptor ligand 

chemokine 
CCR7  T, B, D, NK 

ativadas 
CCL20 LARC Liver- and activation-related chemokine CCR6 T e B 
CCL21 SLC Secondary lymphoid tissue chemokine CCR7 T , B, D, A,P, NK 

ativadas 
CCL22 MDC Macrophage-derived chemokine CCR4 MA, P. 
CCL23 MPIF-1 Myeloid progenitor inhibitory factor-1 CCR1 D, Oc 
CCL24 MPIF-2 Myeloid progenitor inhibitory factor-2 CCR3 Th2 efetoras 
CCL25 TECK Thymus-expressed chemokine CCR9  T e T Mem., B, 

timócitos 
imaturos, E 

CCL26 Eotaxin-3   CCR3 E, T 
CCL27 ESkine Skinkine CCR3,CCR2 

CCR1 
T CLA+ 

CCL28 MEG Mucosa-associated epithelial chemokine CCR10, CCR3  T 
MO=Monócitos, MA=macrófagos T=células T, B=células B, Ba=basófilo, NK=Células NK, 
P=progenitoras, H=hematopoiéticas, E=eosinófilos, D=dendríticas, T, N=neutrófilos, Oc= 
osteoclastos, CE =células endoteliais, F=fibroblastos, nH=não hematopoiéticas. 
 
Adaptadas de Rosenkilde e Schwartz, 2004; Le et al., 2004; Charo e Ransohoff, 2006.  

Os nomes foram mantidos em inglês em virtude da nomenclatura oficial. 
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Nas quimiocinas CXC as cisteínas são separadas por um aminoácido (X). 

Podem também ser classificadas como ELR+ e ELR-, em função da sequência 

específica ELR (glutamato-leucina-arginina), que pode estar presente imediatamente 

antes da primeira cisteína. A presença dessa sequência de aminoácidos influencia 

as funções angiogênica (CXC ELR+) e angiostática (CXC ELR-) das quimiocinas do 

grupo (Strieter et al., 2006). De forma geral, as quimiocinas CXC induzem à 

migração de neutrófilos e linfócitos (Baggiolini et al., 1997; Le et al., 2004). O 

protótipo desse grupo é a interleucina 8 (IL-8/CXCL8), uma quimiocina ELR+, que 

possui a função de atrair leucócitos polimorfonucleares para os sítios de inflamação 

aguda. Além disso, ativam monócitos e podem direcionar estas células para lesões 

vasculares, levando à proliferação de células endoteliais (Van Damme et al., 2004; 

White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). Nos ratos e camundongos, uma das 

quimiocinas CXC pró-inflamatórias, funcionalmente equivalente à IL-8 humana, é a 

CINC (cytokine-induced neutrophil chemoattractant), com características similares de 

quimiotaxia para neutrófilos e união e ativação ao receptor CXCR2 (Podolin et al., 

2002; Vanderbilt et al., 2003). 

Outros exemplos desse grupo são CXCL1/GRO- e CXCL2/GRO- . Essa 

classe de quimiocinas se une aos receptores CXC, dos quais sete já foram 

identificados e denominados CXCR1 a CXCR7. São expressos em diferentes 

células, apresentando seletividade para determinadas quimiocinas. Os receptores 

CXCR1 e CXCR2, ambos expressos na superfície de neutrófilos, apresentam alta 

homologia. Esses receptores interagem com a IL-8/CXCL8 e com outras quimiocinas 

ELR+. O receptor CXCR2 se liga também à CXCL1/GRO , CXCL2/GRO-

CXCL3/GRO- , CXCL5/ENA-78 e CXCL6 (Bone-Larson et al., 2000; White et al., 

2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 2).  
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QUADRO 2. Família das quimiocinas CXC e seus receptores. 

NOME ATUAL ABREVIATURA E NOMENCLATURA ANTERIOR RECEPTOR CÉLULAS ALVO 

CXCL1 GRO  Growth-related oncogene  CXCR2, CXCR1 N, CE  

CXCL2 GRO-  Growth-related oncogene  CXCR2 N, CE 

CXCL3 GRO-  Growth-related oncogene  CXCR2 N 

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

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

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

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

CXCL8 IL-8/CINC-1 Interleukin-8/Cytokine-induced neutrophil 
chemoattractant 

CXCR1,CXCR2 N,CE, T, B 

CXCL9 Mig Monokine induced by  -interferon CXCR3 T, P 

CXCL10 IP-10 -interferon – inducible protein 10 CXCR3 T 

CXCL11 ITAC Interferon-inducible T-cell -
chemoattractant 

CXCR3   T 

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

CXCL13 BCA B-cell-activantig chemokine 1 CXCR5 B 

CXCL14 BRAK Breast and kidney chemokine Desconhecido N, NK 

CXCL15   Desconhecido Desconhecido N 

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

CXCR6 D 

MO=Monócitos, MA=macrófagos T=células T, B=células B, Ba=basófilo, NK=Células NK, P=progenitoras, 
H=hematopoiéticas, E=eosinófilos, D=dendríticas,  N=neutrófilos, CE =células endoteliais, F=fibroblastos, 
nH=não hematopoiéticas. 
 
Adaptadas de Rosenkilde e Schwartz, 2004; Le et al., 2004; Charo e Ransohoff, 2006. 
Os nomes foram mantidos em inglês em virtude da nomenclatura oficial. 

 

Nas quimiocinas CX3C existem três aminoácidos entre as duas cisteínas; o 

domínio dessas quimiocinas é unido a uma haste mucin-like e a uma região 

transmembrânica e citoplasmática, o que permite a retenção de células sob fluxo 

fisiológico. O único membro bem caracterizado desta família é a CX3CL1, também 

chamado de fractalina. Pode ser tanto secretada quanto expressa na membrana 

plasmática, servindo como quimioatraente e mediando a adesão celular. Pode sofrer 

ação da enzima TNF convertase, que a torna solúvel. O único receptor CX3C é o 

CX3CR1, que se une à fractalina (CX3CL1), cuja expressão está associada à 

quimiotaxia e à adesão celular na própria célula em que é produzida (Le et al., 2004; 

White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 3).  

As quimiocinas XC possuem uma única cisteína residual, XCL, sendo as 

linfotactinas (1 e 2) os únicos representantes bem caracterizados da família. Esta 

quimiocina tem a função de atrair células T precursoras para o timo. O receptor de 
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quimiocina C é o XCR1, para as linfotactinas 1 e 2 (XCL1 e XCL2) (White et al., 

2005; Charo e Ransohoff, 2006) (QUADRO 3). 

 

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

NOME ATUAL NOME ANTERIOR RECEPTOR CÉLULAS ALVO 

XCL1 Lymphotactin-  XCR1 B, T, NK, N 

XCL2 Lymphotactin-  XCR1 B, T, NK, N 

CX3CL1 Fractalkine CX3CLR 1 Células T efetoras 

T=células T, B=células B, Ba=basófilo, NK=Células NK, N=neutrófilos. 
 
Adaptadas de Rosenkilde e Schwartz, 2004; Le et al., 2004; Charo e Ransohoff, 2006.  
Os nomes foram mantidos em inglês em virtude da nomenclatura oficial. 

 

Um único receptor pode ser ativado por diferentes quimiocinas dentro de 

uma mesma subfamília, o que reflete uma superposição de seletividade. Há uma 

redundância nas ligações quimiocina-receptor, uma vez que um receptor pode 

reconhecer mais do que uma quimiocina. Ainda, alguns receptores podem se ligar 

tanto quimiocinas CXC como CC, de modo semelhante (FIGURA 3). O padrão da 

expressão celular dos receptores determina quais os tipos de células respondem a 

determinadas quimiocinas. Os receptores de quimiocinas podem ser regulados 

negativamente (dessensibilização) pela exposição contínua a quimiocinas, sendo 

este o mecanismo provável de finalização das respostas iniciadas por esses fatores 

quimiotáticos (Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004; Slettenaar e Wilson, 2006). 
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FIGURA 3. Ligações quimiocina-receptor. Slettenaar e Wilson, 2006. 

 

A identificação das quimiocinas ocorreu em função das suas atividades 

quimioatraentes sobre leucócitos. Entretanto, já são conhecidas outras importantes 

funções para estas moléculas sobre o sistema imune e outros sistemas. Como 

diferentes quimiocinas atuam sobre tipos celulares distintos, há um controle da 

natureza do infiltrado inflamatório: assim a CXCL8 recruta neutrófilos, enquanto a 

CC eotaxina atrai eosinófilos. Além disso, as quimiocinas regulam o trânsito dos 

linfócitos e outros leucócitos em órgãos linfóides periféricos. Por exemplo, foi 

identificada a quimiocina que dirige a entrada dos linfócitos B no folículo linfóide. A 

deleção do gene que codifica o receptor para essa quimiocina, o CXCR5, resulta na 

ausência de linfócitos B nos órgãos linfóides. Esses papéis das quimiocinas indicam 

a possibilidade de outras funções em condições fisiopatológicas, como o 

desenvolvimento de órgãos, angiogênese/angiostase, tumorigênese e metástase (Le 

et al., 2004). De forma interessante, a expressão de algumas quimiocinas, como a 

CXCL8/IL-8 e CXCL3/GRO-

fisiológicas (Zehnder et al.,1999).  

O papel das quimiocinas já foi descrito em doenças auto-imunes (artrite 

reumatóide, lúpus eritematoso sistêmico); rejeição de transplantes (rim, coração); 
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infecções (agudas e crônicas, tanto bacterianas como virais); inflamação e alergias 

(asma, artrite, psoríase), neoplasias (pâncreas, esôfago, próstata, melanoma, 

fígado, pulmão) e doenças vasculares (aterosclerose, hipertensão) (Gerard e Rollins, 

2001; Moser e Williman, 2004; Aggarwal et al., 2006; Richmond et al., 2009). Neste 

contexto, tem sido sugerido que agentes capazes de bloquear os receptores de 

quimiocinas (antagonistas) poderiam constituir uma nova classe de medicamentos, 

reduzindo as respostas inflamatórias e álgicas em diferentes situações clínicas 

(Baggiolini, 2001; Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004; White et al., 2005), 

inclusive no tratamento isolado ou combinado das neoplasias de cabeça e pescoço 

(Wang et al., 2009 b). 

 

3 Inflamação, Câncer e Quimiocinas 

A relação entre inflamação e câncer já havia sido descrita no final do Século 

XIX, por Virchow, cuja hipótese era de que o câncer se originava em locais de 

inflamação crônica, onde a associação de fatores irritantes e do dano tecidual com a 

própria inflamação determinaria um aumento da proliferação celular (Balkwill e 

Mantovani, 2001; Coussens e Werb, 2002; Rosenkilde e Schwartz, 2004). 

Estimativas recentes sugerem que 15 a 20 % das mortes por câncer estão 

associadas com a existência prévia de reações inflamatórias e/ou infecciosas 

(Mantovani e Pierotti, 2008). 

Diversos estudos vêm ampliando o conceito de que a inflamação é um 

componente crítico de progressão do tumor. Atenção maior tem sido dada ao 

microambiente tumoral, onde as células inflamatórias parecem exercer um papel 

fundamental no processo de proliferação, sobrevivência e migração da neoplasia 

(Desbaillets et al.,1997; Coussens e Werb, 2002; Mantovani e Pierotti, 2008). Além 

disso, tanto as células tumorais como seu estroma e infiltrado celular, podem 

expressar moléculas sinalizadoras para invasão, migração e metástase, incluindo as 

quimiocinas e seus receptores (Coussens e Werb, 2002; Balkwill, 2003; Rosenkilde 

e Schwartz, 2004; Wang et al., 2009 a).  

Sob certas condições ambientais, a inflamação representa os primeiros 

esforços do indivíduo para combater a instalação do tumor (Ben-Baruch, 2006). Nos 

casos de tumores imunogênicos ou quando há uma sinalização imune adicional ou, 

ainda, alguma agressão sobreposta ao tumor, como nos casos de infecção e 
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necrose a migração de leucócitos pode ser considerada benéfica. Além disso, 

muitos dos tratamentos do câncer, como quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, 

induzem necrose e sinais inflamatórios. Ou seja, diversas situações ocorrem no 

ambiente do tumor levando à ação das quimiocinas, com o recrutamento de células 

que podem ser prejudiciais para o tumor e benéficas para o hospedeiro. Ademais, 

quando nenhuma sinalização acontece, leucócitos são recrutados para o tumor, 

talvez com a função de eliminá-lo pela ação do sistema imune. Por outro lado, em 

tumores invasivos, o que se observa são níveis mais altos de quimiocinas, sugerindo 

que as células tumorais produzem quimiocinas ou são responsivas a algum tipo de 

quimiocina (Opdenakker e Van Damme, 2004). De fato, foi observado que as 

quimiocinas e seus receptores são produzidos por células de diferentes linhagens 

tumorais (Kershaw et al., 2002; Kakinuma e Hwang, 2006).  

Assim, um novo paradigma vem sendo amplamente aceito: a inflamação 

crônica regulada por quimiocinas no local do tumor pode facilitar sua progressão, ao 

invés de promover imunidade antitumoral. Tanto células tumorais como células do 

estroma são capazes de produzir quimiocinas e citocinas, que agem direta ou 

indiretamente ativando o endotélio vascular e recrutando leucócitos para o tumor. 

Depois da ativação, os leucócitos liberam fatores angiogênicos, mitogênicos, 

enzimas proteolíticas e fatores quimiotáticos, recrutando mais células inflamatórias e 

estimulando a angiogênese, sustentando, dessa forma, o crescimento de tumor e 

facilitando a metástase (Yan et al., 2006).  

A IL-8/CXCL8 é uma das quimiocinas CXC pró-inflamatórias que ativam 

múltiplas vias quando acoplada ao receptor CXCR2, regulando de maneira 

importante o microambiente tumoral (Waugh e Wilson, 2008) (FIGURA 4). Sua 

expressão foi identificada em várias linhagens de carcinoma de células escamosas, 

indicando sua associação com a patogênese tumoral (Christofakis et al., 2008). 

Estudos vêm demonstrando uma forte ligação entre inflamação crônica e câncer 

oral. Diferentes marcadores, como o fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF), estão envolvidos nesse processo e se encontram diretamente relacionados 

com a graduação e estágio do tumor. Em função disso, muitos deles (como o VEGF 

e Caspase-3) podem servir como biomarcadores para monitoramento do 

desenvolvimento e progressão da doença (Tse et al., 2007; Christofakis et al., 2008; 

Margaritescu et al., 2009; Sappayatosok et al., 2009; Zhang et al., 2009). 
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FIGURA 4. Vias de atuação da IL-8/CXCL8 no microambiente tumoral. 
Adaptado de Waugh e Wilson, 2008. 

 

 

As quimiocinas podem apresentar múltiplos papéis no crescimento do tumor, 

invasão e metástase através da indução da transformação celular, angiogênese e 

secreção de proteases. Entretanto, os mecanismos pelos quais os receptores de 

quimiocinas estão implicados na transformação maligna ainda são pouco 

conhecidos (Arya et al., 2003; Balkwill, 2003; Le et al., 2002; Strieter et al., 2004; 

Slettenaar e Wilson, 2006). A quebra desse ciclo poderia determinar regimes 

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

  

 

4 Receptores CXCR e Câncer  

Evidências recentes têm indicado que as quimiocinas CXC apresentam um 

papel crucial nos processos de crescimento das neoplasias e angiogênese e, 
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portanto, na oncogênese. São capazes de influenciar a oncogênese por meio de três 

mecanismos: controlando a infiltração de leucócitos, atuando como fatores de 

crescimento e influenciando a migração celular e metástase (Rosenkilde e Schwartz, 

2004; Vandercappellen et al., 2008; Waugh e Wilson, 2008; Wang et al., 2009 b). Os 

primeiros trabalhos descrevendo a associação dos receptores CXCR1 e CXCR2 

com neoplasias surgiram nos anos 90. Na mesma época, antagonistas seletivos dos 

receptores CXCR, com baixo peso molecular, começaram a ser desenvolvidos 

(Reiland et al., 1999; Chen et al., 2004; Guha et al., 2005; Bizzarri et al., 2006).  

Os receptores CXCR1 e CXCR2, específicos para quimiocinas CXC ELR+, 

foram identificados na superfície de diferentes tipos celulares e já foram clonados a 

partir de várias espécies, inclusive de humanos (Holmes et al., 1991; Li et al., 2001; 

Catusse et al., 2003a). Estes dois receptores são estruturalmente semelhantes, 

apresentando 77 % de homologia na sequência de aminoácidos, embora exibam 

diferentes características de união (Rambeaud e Pighetti, 2007). Ambos se ligam de 

forma semelhante à CXCL8 e CXCL6, com alta afinidade, enquanto que o CXCR2 

apresenta afinidade também por outras quimiocinas CXC ELR+ (Lee et al., 1992). 

Embora esses dois receptores tenham sido caracterizados molecularmente, seus 

papéis biológicos ainda não foram completamente definidos. Estudos in vitro usando 

anticorpos monoclonais anti-receptor e linhagens celulares expressando CXCR1 e 

CXCR2 avaliaram o papel destes receptores na quimiotaxia mediada pela CXCL8 

(Chuntharapai e Kim, 1995). Evidências experimentais indicaram que o CXCR1 

poderia ter um papel importante na quimiotaxia de polimorfonucleares que 

expressassem ambos os receptores, quando mediada pela CXCL8 (Hammond et al., 

1995; Chuntharapai e Kim, 1995). Por outro lado, a proliferação de queratinócitos 

(Devalaraja et al., 2000) e a angiogênese (Addison et al., 2000), seria mediada pela 

ativação do CXCR2 bem como pela super-expressão das quimiocinas CXC e seus 

receptores. Finalmente, alguns autores descreveram a capacidade das quimiocinas 

CXC em estimular a migração e a invasão das células tumorais, reforçando sua 

importância na progressão e metástase das neoplasias (Reiland et al., 1999; Kim et 

al., 2001; Li et al., 2001). É sabido que certos tumores exibem um padrão de 

metástase ou invasão para determinados órgãos, isto é, as células tumorais não 

migram aleatoriamente, mas sim, de um modo específico, que pode ser conduzido 
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pelo receptor de quimiocinas que o tumor expressa e que é expresso também pelo 

órgão-alvo (Rossi e Zlotnik, 2000; Acosta e Gil, 2009).  

Trabalhos realizados com células HSC4 (carcinoma oral de células 

escamosas humano) revelaram uma relação entre a expressão dos receptores de 

IL-8/CXCL8 e a capacidade migratória e invasiva das células tumorais (Watanabe et 

al., 2002). Estudos com células de melanoma demonstraram que a quimiotaxia 

mediada pela IL-8/CXCL8 determina a migração transendotelial das células 

tumorais, confirmando o papel quimiotático para células neoplásicas dos receptores 

CXC (Ramjeesingh et al., 2003). Outros trabalhos in vitro também mostraram efeitos 

pró-angiogênicos para a IL-8/CXCL8 e para o receptor CXCR2 (Opdenakker e Van 

Damme, 2004; Strieter et al., 2005). Essa relação foi comprovada com a utilização 

de modelos experimentais de carcinoma de pulmão, empregando ratos selvagens 

tratados com anticorpos neutralizadores anti-CXCR2 ou ratos CXCR2-/- (que 

apresentam deleção gênica para o receptor CXCR2), sendo observada uma redução 

significativa do crescimento tumor e da angiogênese (Keane et al., 2004a; Keane et 

al., 2004b). Em outro estudo realizado com três linhagens derivadas de neoplasia de 

pulmão, foi demonstrada uma alteração da expressão dos receptores CXCR1 e 

CXCR2, bem como da IL-8/CXCL8. Foi sugerido que a IL-8/CXCL8 poderia agir 

como fator de proliferação celular, tanto autócrino como parácrino, enquanto que sua 

função mitogênica seria mediada principalmente pelo receptor CXCR1 (Zhu et al., 

2004). Igualmente, foram demonstrados papéis relevantes para os receptores 

CXCR1 e CXCR2 e seus ligantes em carcinoma de cólon e carcinoma renal como 

componentes associados à angiogênese, tumorigênese e metástase dessa 

neoplasia (Mestas et al., 2005). Ambos os receptores também foram associados à 

iniciação e à progressão do câncer de próstata, através de seus efeitos sobre a 

proliferação celular e sobre a angiogênese (Li et al., 2004; Murphy et al., 2005). Da 

mesma forma, foi demonstrada a participação do microambiente tumoral na 

atividade do receptor CXCR2 contribuindo para a expansão de neoplasias 

pulmonares induzidas pelo oncogene KRAS (Wislez et al., 2006).  

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

demonstrou um aumento da expressão das quimiocinas CXCL1/GRO-  e 

CXCL2/GRO-  

comparação com tecidos normais adjacentes. Além disso, os mesmos autores, 
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utilizando a linhagem de células de câncer de esôfago WHCO1, mostraram que a 

incubação in vitro do antagonista seletivo dos receptores CXCR2, o SB225002, 

causou uma redução de aproximadamente 40 % da proliferação celular. Ademais, 

este mesmo antagonista, bem como o anticorpo específico anti-GRO , foram 

capazes de inibir a ativação de vias de sinalização intracelular, envolvidas no 

desenvolvimento tumoral (Wang et al., 2006).  

As diversas evidências experimentais sugestivas do envolvimento das 

quimiocinas CXC, bem como de seus receptores nos processos de oncogênese 

estimularam outros estudos a fim de identificar antagonistas dos receptores de 

quimiocinas como possíveis alternativas para a terapia do câncer (Hidaka et al., 

2002). Assim, estudos pré-clínicos utilizando modelos animais de tumor confirmaram 

a idéia de que antagonistas dos receptores CXC poderiam representar novas 

opções terapêuticas para alguns tipos de câncer (Balkwill, 2003). Neste contexto, é 

possível inferir que o bloqueio destas quimiocinas seria capaz de inibir a invasão e 

metástase tumorais (Opdenakker e Van Damme, 2004; Strieter et al., 2006; Yan et 

al., 2006), representando assim, uma estratégia terapêutica válida para o tratamento 

de diversas neoplasias (Bizzarri et al., 2006). Vários autores têm sugerido que 

antagonistas destes receptores poderiam fornecer respostas clínicas bastante 

satisfatórias especialmente em combinação com a quimioterapia antitumoral 

convencional (Keane et al., 2004a; Rollins, 2006; Acosta e Gil, 2009) e também em 

doenças auto-imunes e outros processos inflamatórios (Horuk, 2009). 

 

5 Antagonista SB225002 

A identificação estrutural das quimiocinas e dos domínios envolvidos na 

ligação e ativação de seus receptores permitiu grandes avanços na compreensão 

dos papéis biológicos desta família de mediadores. Uma vez que vários estudos 

sugerem o envolvimento das quimiocinas em diferentes doenças, anticorpos 

neutralizadores, antagonistas peptídicos e não-peptídicos e agentes 

imunossupressores vêm sendo investigados como novas alternativas terapêuticas, 

por meio do bloqueio de um ou mais receptores de quimiocinas (Howard et al., 1999; 

Baggiolini, 2001; Onuffer e Horuk, 2002).  

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

identificar antagonistas potentes e seletivos dos receptores CXCR2, principalmente 
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para o desenvolvimento de antagonistas de natureza não-peptídica. Estes 

antagonistas, diferentemente de outros estudados, têm a vantagem de não induzir 

respostas imunes neutralizadoras, além de haver uma redução nos problemas de 

biodisponibilidade e toxicidade, podendo ser utilizados por via oral (White et al., 

1998; Howard et al., 1999; Matzer et al., 2004). 

A molécula SB225002 (FIGURA 5) representa o primeiro antagonista 

seletivo e não-peptídico dos receptores CXCR2, que foi desenvolvido em 1998 por 

White et al. O desenvolvimento deste antagonista teve como base o conhecimento 

de que algumas quimiocinas participavam ativamente como mediadoras de 

inflamação, pela sua ligação com receptores CXCR1 e CXCR2, enquanto outras só 

se uniam aos receptores CXCR2 (seletivamente). A molécula SB225002 (N-(2-

hydroxy-4-nitrophenyl)-N*-(2-bromophenyl)urea) foi caracterizada por meio de 

ensaios de união específica em células transfectadas com o receptor CXCR2. 

Nestes experimentos, o SB225002 foi capaz de inibir a ligação da IL-8/CXCL8 ao 

receptor CXCR2 com CI50 de 22 nM, o que indica que o mesmo é bastante potente. 

Em protocolos experimentais in vitro, a incubação do SB255002 produziu inibição da 

quimiotaxia para neutrófilos humanos e de coelho, induzida tanto por IL-8/CXCL8 

como por GRO- /CXCL1. Os resultados obtidos in vitro, foram confirmados por 

estudos in vivo, sendo que o SB225002 inibiu seletivamente a marginação de 

neutrófilos induzida por IL-8/CXCL8 em coelhos. A utilização do SB 225002 auxiliou 

a definir o papel do CXCR2 em doenças inflamatórias, onde os neutrófilos parecem 

exercer funções fundamentais (White et al., 1998). 

 

 

FIGURA 5. Estrutura química do SB225002 (White et al., 1998). 
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Estudos adicionais foram realizados a fim de determinar o sítio específico de 

interação do SB225002 com o receptor CXCR2, bem como para determinar a 

seletividade de ligação deste antagonista (Catusse et al., 2003b). Além disso, efeitos 

benéficos foram observados para o SB225002 no processo de cicatrização 

(Rosenkilde e Schwartz, 2004). Estudos mais recentes mostraram ainda que o 

SB225002 inibe, de maneira dose-dependente, a marginação de neutrófilos causada 

pela IL-8/CXCL8 em coelhos (Bizzarri et al., 2006) e que o seu uso sistêmico é 

capaz de reduzir as respostas álgicas em diferentes modelos de nocicepção em 

camundongos (Manjavachi et al., 2009). Finalmente, como mencionado acima, o 

antagonista do SB225002 diminuiu a proliferação de células de câncer de esôfago 

em cultura, sugerindo que o bloqueio dos receptores CXCR2 poderia representar 

uma estratégia potencial para o tratamento do câncer (Wang et al., 2006; Wang et 

al., 2009 b). 
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OBJETIVOS 

 
 

OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o envolvimento dos receptores 

CXCR2 para quimiocinas no carcinoma espinocelular da cavidade oral. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1 Avaliar o efeito da incubação de diferentes concentrações do antagonista 

seletivo do receptor CXCR2, SB 225002, sobre a viabilidade de células de 

carcinoma das linhagens SCC158 (carcinoma escamoso derivado do meato acústico 

externo de rato Fischer 344), HN30 (carcinoma de células escamosas oral humano) 

e HaCaT (queratinócitos humanos imortalizados normais). 

 

2 Avaliar o efeito da incubação com os agonistas do receptor CXCR2, IL-

8/CXCL8 e CINC-1, sobre a proliferação de células HN30 e SCC158, 

respectivamente. 

 

3 Estabelecer um modelo animal de carcinoma espinocelular de língua 

induzido pela inoculação células da linhagem SCC158 em ratos Fischer 344, 

caracterizando-o a partir de seus aspectos clínicos e histopatológicos. 

 

4 Avaliar o perfil temporal da imunomarcação dos receptores CXCR2 no 

modelo animal de carcinoma espinocelular de língua induzido pela inoculação 

células da linhagem SCC158 em ratos Fischer 344. 

 

5 Identificar a presença de VEGF e Caspase-3, marcadores de angiogênese 

e apoptose, respectivamente, relacionando-a com a marcação temporal dos 

receptores CXCR2. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

 

LINHAGENS CELULARES 

 

Para a realização deste trabalho foram empregadas as seguintes linhagens 

celulares (FIGURA 6): 

SCC158 – Carcinoma de células escamosas derivado do meato acústico 

externo de ratos Fischer 344 – fornecidas pelo Japanese Cancer Research 

Resources Bank (JCRB, Tóquio, Japão); 

HN30 - Carcinoma oral de células escamosas humano; 

HaCaT - queratinócitos humanos normais. 

Estas duas últimas linhagens de células imortalizadas, pertencentes ao 

laboratório de Cultivo Celular da Disciplina de Patologia Bucal da FOUSP, foram 

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

 

 

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

 

Esta série de experimentos foi realizada no Laboratório de Farmacologia 

Aplicada I, sala 149, Prédio 12C, da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul (PUCRS). 

 

1 Cultura de células  

Todos os procedimentos do cultivo celular foram realizados em capela de 

fluxo laminar, sendo respeitados os protocolos de esterilização dos materiais e 

suplementos utilizados.  

As células foram cultivadas em frascos de 25 e 75 cm3, contendo, 

respectivamente, 5 e 15 ml de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - 

GIBCO®, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF - GIBCO®, USA), 

2,5 mg/ml Fungizona® e 100 U/l gentamicina e mantidas em incubadora umidificada 

a 37 C e 5 % de CO2 (FIGURA 9). O crescimento celular foi monitorado em 

microscópio invertido e o meio de cultura foi trocado a cada 48h. Ao ocuparem 70% 

do frasco (subconfluência), as células foram subcultivadas pela incubação com 

solução de tripsina/EDTA 0,05% (GIBCO®,USA). Frações dessas culturas foram 

congeladas para manter os estoques das linhagens. Este mesmo protocolo foi 

realizado para a execução dos experimentos.  

Para os experimentos in vitro, as células foram contadas e transferidas para 

placas de cultura com vinte e quatro ou noventa e seis poços (Patel et al., 1998; 

Yigitibasi et al., 2004; Bernardi et al., 2006; Morrone et al., 2006) (FIGURAS 7, 8 e 

9).  

 

 

  

FIGURA 7. Preparo da Câmara de Neubauer (hemocitômetro-A) e 
posicionamento ao microscópio óptico para a contagem das células (B). 
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FIGURA 8. Placas de cultura com 
(A) 24 e (B) 96 poços. 

 

 FIGURA 9. Frascos de 75 (A) e 25 (B) cm
3;
 e 

placas de cultura (C) mantidas em incubadora 

umidificada a 37 C e 5 % de CO2. 

 

2 Protocolos de incubação com o SB225002  

Os efeitos da incubação do antagonista seletivo dos receptores CXCR2, o 

SB225002, foram avaliados sobre a viabilidade das células das linhagens SCC158, 

HN30 e HaCaT. O SB225002 foi sintetizado no Laboratório de Química da 

Universidade Federal de Santa Catarina pelos Drs. Ricardo José Nunes e Paulo 

César Leal, de acordo com a metodologia descrita por White et al. (1998) e doado 

para este estudo. 

As células foram transferidas para placas de cultura com noventa e seis 

poços, em uma densidade de 1 x 104 células/poço e, posteriormente, incubadas com 

concentrações de SB225002 a 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 e 3200 nM. No 

grupo controle, foi utilizado o veículo (DMSO 0,01%). Antes da adição de qualquer 

droga, as células foram lavadas uma vez com PBS e novamente mantidas em 

DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF). Os experimentos foram 

repetidos e sempre realizados em triplicata. As células foram mantidas em 

incubadora umidificada a 37 C e 5 % de CO2, durante os tempos de 24, 48 72h.  

As concentrações do antagonista foram selecionadas com base em estudos 

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

Os efeitos da incubação dos agonistas dos receptores CXCR2, IL-

8/Interleukin-8 (Human, rDNA-derived - NIBSC - National Institute for Biological 

Standards and Control, UK) e CINC-1/Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant 

(Rat,R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) foram avaliados sobre viabilidade das 

células das linhagens HN30 e SCC158, respectivamente. 

As células foram cultivadas em placas de cultura com noventa e seis poços, 

em uma densidade de 1 x 103 células/poço e submetidas à redução gradativa da 

concentração de SBF no meio, de 10 % para 0,5 % (déficit nutricional - starving). 

Antes da adição de qualquer droga, as células foram lavadas uma vez com PBS e 

novamente mantidas em DMEM suplementado com 0,5% de soro bovino fetal. As 

células foram incubadas a 37º C, durante 24 h após o tratamento. Os experimentos 

foram realizados em triplicata. Para a avaliação do efeito da IL-8 humana sobre a 

linhagem HN30 foram usadas as concentrações de 1, 10, 30 e 100 ng/ml. Para 

avaliar os efeitos da CINC-1 sobre a linhagem SCC158, foram utilizadas as 

concentrações de 1, 10 e 100 nM (Shibata et al., 2000; Suzuki et al., 2000). Nos dois 

grupos experimentais, foi empregado PBS como controle. 

 

4 Ensaio de viabilidade celular 

Após cada protocolo de tratamento, com as diferentes concentrações de 

SB225002, IL-8 ou CINC-1, com o objetivo de verificar a viabilidade das células, foi 

realizado o ensaio de MTT [brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dimetiltetrazólio]. O 

princípio deste método reside no fato de que o MTT é capaz de entrar na célula e 

ser oxidado a MTT-formazan pelo superóxido produzido durante a atividade 

mitocondrial. Desta forma, a oxidação do MTT em seu produto MTT-formazan 

(formazan azul escuro) é proporcional à atividade mitocondrial e, por conseguinte, à 

viabilidade celular. Decorridos os tempos previstos após a adição do SB225002, IL-8 

e CINC-1, o meio de cultura presente nos poços foi desprezado e substituído por 

100 l de DMEM novo contendo 10% v/v de uma solução de MTT 5 mg/ml (PBS). A 

seguir, as células foram incubadas por 3 h em estufa umidificada a 37 C e 5% de 

CO2. Após este período, o meio foi novamente desprezado e os poços preenchidos 

com 100 l de solução de DMSO e a absorbância quantificada em leitor de placas de 

96 poços (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc), em 595 nm (FIGURA 10). A viabilidade 
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celular foi calculada considerando-se a absorbância do grupo-controle (DMSO 0,01 

%) como 100% (Yigitibasi et al., 2004). 

 

  

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

 

 

ESTUDOS IN VIVO 

 

Esta série de experimentos foi realizada no Laboratório de Farmacologia 

Aplicada I, sala 148C e os animais mantidos na Sala 108, localizada no Bloco E, 

Prédio 12, da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). 

As células da linhagem SCC158 foram cultivadas e mantidas conforme os 

protocolos descritos anteriormente nos estudos in vitro. 

 

1 Animais 

No presente estudo, foram utilizados ratos Fischer 344, fêmeos e machos, 

imunocompetentes, pesando 180 – 250 g (N= 3 por grupo) provenientes do Biotério 

Central da Universidade Estadual de Campinas – CEMIB/UNICAMP). Os animais 

foram mantidos em estantes ventiladas, equipadas com filtros de entrada e saída de 

ar (Alesco, Monte Mor-SP- Brasil), com temperatura controlada (22  1o C) e ciclo 

claro-escuro de 12 h (luzes acesas às 7h luzes apagadas às 19h). Dentro das 

estantes, os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas para roedores, 

preenchidas com maravalha de pinus (troca três vezes por semana), em número 

máximo de 5 animais por gaiola. Os animais receberam ração peletizada (Nuvilab, 

Nuvital Nutrientes S/A, Colombo-PR-Brasil) e água filtrada (filtro Jojaco, Capivari de 

Baixo-SC-Brasil) ad libitum. Nenhum procedimento experimental foi realizado no 
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espaço destinado à manutenção dos animais, a fim de evitar a produção de qualquer 

tipo de estresse comportamental. Durante os procedimentos experimentais, a 

temperatura do laboratório foi mantida em 22  1o C. Foi utilizado um tempo mínimo 

de adaptação ao novo ambiente de pelo menos 1 h, no qual os animais continuaram 

com livre acesso à água e à ração. Todos os experimentos foram realizados entre 8 

e 18 h.  

Os procedimentos experimentais seguiram as recomendações para o 

cuidado com animais de laboratório e normas éticas para a experimentação em 

animais conscientes, do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do 

National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América, que são 

adotadas pelo Conselho Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Todos os 

procedimentos foram submetidos à apreciação da Comissão Científica e de Ética da 

Faculdade de Odontologia (Protocolo 0007/07) e do Comitê de Ética em Pesquisa 

da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (protocolo 07/03752).  

Para a realização dos procedimentos, os animais foram anestesiados pela 

administração intraperitoneal da associação de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (100 

mg/kg peso). A eutanásia foi realizada por inalação de isofluorano, nos intervalos de 

tempo apropriados. Depois da eutanásia, os animais foram considerados como lixo 

biológico e recolhidos semanalmente pelo setor de descarte da PUCRS. 

 

2 Caracterização do modelo experimental de carcinoma espinocelular em 

língua de rato 

O protocolo de indução tumoral foi adaptado a partir da metodologia descrita 

originalmente por Hasegawa et al. (1998) e Nagamine et al. (2006). 

Após o cultivo, as células da linhagem SCC158, foram contadas, 

centrifugadas e ressuspensas na densidade de 5 x 106 células/0,05 mL de PBS. 

Cada rato recebeu uma injeção submucosa, diretamente na região lateral esquerda 

da língua, utilizando uma seringa de insulina de 0,5 ml (B&D, USA) (FIGURA 11). 

Foram determinados os tempos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias para a observação do 

desenvolvimento do tumor. Os tempos de eutanásia foram definidos com base na 

progressão tumoral e em estudos da literatura (Myers et al., 2002; Nagamine et al., 

2006).  
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FIGURA 11. Sequência do protocolo de injeção de 5x10
6
 células da linhagem 

SCC158 na borda da língua, lado esquerdo, do rato Fischer 344. 

 

 

3 Análise histopatológica 

O preparo das lâminas para a análise histopatológica foi realizado no 

Laboratório de Patologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS. A identificação 

das mesmas seguiu a numeração conforme o livro de registros do laboratório.  

Os espécimes foram coletados imediatamente após a eutanásia, fixados em 

formalina 10% e posteriormente parafinados. A peça foi seccionada 

transversalmente, obtendo-se um plano de corte na área de maior diâmetro da lesão 

(FIGURA 12). Foram obtidos cortes com espessura de 5 μm e corados pela técnica 

de hematoxilina e eosina (HE) . 

 

 

FIGURA 12. Preparo da peça para a histotécnica: (A) aspecto 
macroscópico, (B) plano de corte (C) posição de inclusão. 

 

A avaliação histopatológica foi feita por um dos autores sob supervisão de 

patologista considerado Gold Standard, referência em caso de dúvida no 

diagnóstico. Foi considerada a presença ou ausência de neoplasia e, ainda, os 

critérios de malignidade propostos por Anneroth et al. (1986) e adaptados ao modelo 

desenvolvido (QUADRO 4), com a possibilidade de descrever qualitativamente a 

neoplasia nos diferentes tempos do estudo. Para a obtenção das fotomicrografias foi 

utilizado microscópio óptico (Eclipse 50i, Nikon Inc., NY, USA) e câmera digital (DS-
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5M-L1; Nikon, NY, USA), acoplados. Ademais, foi avaliado o tamanho do tumor, no 

que se refere à sua maior extensão no corte transversal, em relação à língua. As 

imagens, nesse caso, foram obtidas através de lupa esteroscópica (Lupa Zeiss 

Stemi DV4, Germany) e câmera digital (G9, Canon Inc., NY, USA) acoplados 

(FIGURA 13). 

As imagens digitais, em ambos os casos, foram transferidas para um 

computador e a análise quantitativa do tamanho da lesão foi realizada através do 

programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, Maryland, USA).  

 

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

CRITÉRIO PARÂMETRO MORFOLÓGICO 

 

População Celular  

Diferenciação/Ceratinização 

Pleomorfismo celular/nuclear 

Mitoses 

 

Relação Tumor-Hospedeiro  

Modo de invasão//limites  

Estágio da Invasão  

Resposta inflamatória 

 

 

 

 

 

FIGURA 13. Exemplo de corte histológico da língua, coloração HE, apresentando 
tumor com sete dias desenvolvimento, indicando as regiões da análise 
microscópica descritiva (1) e também os pontos usados como referência nas 
tomadas de medida da língua (A) e do tumor (B). 
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4 Análise imunoistoquímica  

Para as análises imunoistoquímica foi utilizada a metodologia descrita 

previamente por Medeiros et al. (2007). Para identificar o receptor CXCR2, a 

imunodetecção foi realizada utilizando o anticorpo gerado em camundongo, anti-

CXCR2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Foram ainda 

avaliadas as expressões da caspase-3 (anticorpo gerado em coelho, anti-caspase-3; 

Cellsignal, Boston, MA, EUA) e VEGF (anticorpo gerado em camundongo, anti-

VEGF, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA), marcadores de 

apoptose e angiogênese, respectivamente. 

Cortes teciduais com espessura de 3 µm foram montados sobre lâminas 

silanizadas sendo mantidas em estufa (50 °C) durante 1 h para fixação dos cortes. 

Após a fixação, os cortes foram desparafinizados em xilol e re-hidratados por 

passagens sucessivas em etanol, em concentrações decrescentes (etanol absoluto, 

etanol 90 %, 80 % e 70 %). Com o objetivo de eliminar reações inespecíficas falso-

positivas, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena. Para tanto, as lâminas 

foram imersas em solução de peróxido de hidrogênio 1,5 % e metanol absoluto (v/v), 

por 20 min, com posterior lavagem com água destilada. Previamente à incubação 

com o anticorpo primário, as lâminas foram submetidas ao tratamento para 

reativação antigênica, com a finalidade de recuperar os sítios antigênicos 

mascarados pela fixação e inclusão do tecido em formol e parafina. Para este fim, foi 

utilizada uma solução composta por 180 ml de ácido cítrico 0,1 M e 820 ml de citrato 

de sódio 0,1 M (pH 6,0). As lâminas foram imersas nesta solução de reativação 

antigênica diluída 1:10 em água destilada e mantidas em banho-maria ajustado para 

95 – 98 °C, durante 45 min. Logo após, ainda como parte do processo térmico de 

reativação antigênica, as lâminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 

20 min em temperatura ambiente e lavadas em água destilada. Após a lavagem das 

lâminas, as mesmas foram submersas em PBS. 

A imunodetecção foi realizada utilizando os anticorpos anti-CXCR2 (diluição 

1:50), anti-caspase-3 (diluição 1:50) e anti-VEGF (diluição 1:200). A solução 

contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as lâminas foram 

mantidas em câmara úmida (2 – 8 °C), durante 12 – 16 h. A seguir, as lâminas foram 

lavadas com tampão PBS em temperatura ambiente. Após lavagem, as lâminas 

foram incubadas com anticorpo secundário (Streptavidina-Biotina-Peroxidase - Dako 
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Cytomation, Glostrup, Dinamarca) em câmara úmida, durante 1 h, em temperatura 

ambiente. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens com PBS por 5 min, em 

temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a uma revelação colorimétrica 

com solução cromógena composta por 60 mg de DAB (Biocare Medical, Concord, 

CA, EUA) dissolvido em 2 mL de DMSO e diluído em 100 mL de peróxido de 

hidrogênio por 5 minutos. Após a revelação, foi realizada a contra-coloração das 

lâminas com solução de hematoxilina de Harris, desidratação através de passagem 

das lâminas em concentrações crescentes de etanol (etanol 70 %, 80 %, 90 % e 

etanol absoluto), diafanização em xilol e montagem em Entellan (Merck, SP, Brasil).  

Os resultados foram obtidos por meio de microscópio óptico (Nikon Eclipse 

50i) e câmera digital (DS-5M-L1; Nikon, NY, USA), acoplados. As imagens digitais 

foram transferidas para um computador e a intensidade de marcação foi 

determinada através do programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, 

Maryland, EUA).  

 

 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da média. As 

porcentagens de inibição são apresentadas como a média ± erro padrão da média 

das inibições obtidas para cada experimento individual. 

A análise estatística dos dados foi realizada por meio de análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de p menores que 

0,05 (*p<0,05) foram considerados como indicativos de significância. Os gráficos 

foram confeccionados utilizando o software GraphPad Prism® 4.02 (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA). 
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RESULTADOS 

 
 

ESTUDOS IN VITRO 

 

O resultado da avaliação do efeito da incubação de diferentes concentrações 

do antagonista seletivo do receptor CXCR2, SB 225002, sobre a viabilidade de 

células das linhagens SCC158, HN30 e HaCaT está apresentado sob a forma de 

gráficos. 

Observa-se que a incubação com o antagonista seletivo SB225002, nas 

concentrações de 25, 50, 100, 200, 400 e 800 nM, para o receptor CXCR2, nos 

tempos de 24 h, 48 h e 72 h reduz de maneira concentração e tempo-dependente a 

viabilidade das células da linhagem SCC158 de rato, como demonstrado pelo ensaio 

de MTT. A inibição máxima foi observada na concentração de 400 nM, em todos os 

tempos avaliados (FIGURA 14 e TABELA 1).  

Para confirmar os resultados obtidos com células de rato, foram testados os 

efeitos do SB225002 nas concentrações de 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 e 3200 

nM sobre a viabilidade da linhagem HN30 de carcinoma humano. Os dados obtidos 

demonstram uma inibição que foi proporcional ao tempo de incubação e à 

concentração utilizada, sendo máxima na concentração de 800 nM, no tempo de 72 

h (FIGURA 15 e TABELA 1).  

A fim de avaliar a seletividade do SB225002 sobre células tumorais, o 

mesmo protocolo de tratamento in vitro com este antagonista foi avaliado sobre uma 

linhagem de queratinócitos humanos normais, HaCaT. Os resultados do ensaio de 

MTT demonstram que, embora tenha sido observada uma discreta redução da 

viabilidade celular em algumas concentrações e tempos testados, estes efeitos não 

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

  % Inibição (média  e.p.m.) 

SB225002 [nM]  Linhagem SCC158  Linhagem HN30 

  24 h 48 h 72 h  24 h 48 h 72 h 

0  - - -  - - - 

25  13 3** 18 7** 20 7*  NS NS 11 8** 

50  11 4* 23 7** 31 10**  NS NS 17 5* 

100  16 5
**

 25 7
**

 26 8
**

  NS 9 3
**

 18 8
**

 

200  20 8
*
 28 6

**
 28 6

**
  NS 11 5

*
 24 8

**
 

400  26 7** 35 15** 24 6**  NS 15 7* 24 6** 

800  22 5** 23 8** 29 9*  15 6* 32 4** 43 6** 

1600  - - -  12 2** 37 6** 41 9** 

3200  - - -  8 3* 35 9** 53 9** 

*p < 0,05 
**p < 0,01 
NS: Não significativo 

 

 

Para confirmar a presença do receptor CXCR2 nas células de carcinoma 

oral, oriundas tanto de humanos como de ratos, foi avaliado o efeito da incubação 

com os agonistas seletivos, IL-8 e CINC-1, sobre a proliferação de células HN30 e 

SCC158, respectivamente. 

Os resultados, na FIGURA 17, demonstram um aumento concentração-

dependente da proliferação celular quando as células HN30 foram incubadas com 

IL-8 nas concentrações de 1, 10, 30, 100 ng/ml. Dessa forma, ficou caracterizada a 

presença do receptor CXCR2 e, principalmente, a sua participação no aumento da 

população celular. O maior aumento foi observado na concentração de 30 ng/ml, de 

aproximadamente 60 vezes, quando comparado ao controle. 

O mesmo comportamento foi observado após a incubação das células 

SCC158 com o agonista CINC-1, nas concentrações de 1, 10, 100 nM. O aumento 

máximo (cerca de 20 vezes) foi observado com a concentração de 10 nM (FIGURA 

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

  

Nesta série de experimentos foi realizada a caracterização de um modelo de 

carcinoma espinocelular de língua induzido pela inoculação de células da linhagem 

SCC158 em ratos Fischer 344. A FIGURA 19 mostra o aspecto clínico e a evolução 

da lesão nos diferentes tempos do experimento, a partir da imagem da língua de um 

dos ratos sem tumor. De maneira interessante, a lesão teve início como um aumento 

de volume localizado (7, 14 e 21 dias), com o desenvolvimento gradativo de 

características clínicas que lembram as características típicas das lesões de 

carcinoma espinocelular em humanos: úlcera de bordos elevados e endurecidos, 

com necrose na porção central (28 e 40 dias). A análise clínica também revelou a 

presença de aumento da vascularização na periferia do tumor, no tempo de 40 dias 

(FIGURA 20). 

A observação clínica identificou um aumento de volume correspondente à 

cerca de duas a três vezes o volume normal da língua em alguns animais, gerando 

desconforto e limitando a alimentação, no tempo de 40 dias. Em função disso, este 

foi o tempo máximo de observação, quando os animais foram então submetidos à 

eutanásia conforme o protocolo. 
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LÍNGUA SEM TUMOR 
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40 DIAS 

FIGURA 19. Evolução clínica do modelo experimental de carcinoma de células escamosas em língua de ratos 
Fischer 344, após 7, 14, 21, 28, 40 dias da indução do tumor () pela injeção submucosa de 5x10

6
 células por 

sítio, em 50 L de PBS, na região lateral esquerda da língua. 
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FIGURA 20. Aumento da vascularização () na 
periferia do tumor em língua de ratos Fischer 344, 40 
dias após a indução do tumor na região lateral 
esquerda da língua. 

 

 

 

No que diz respeito ao aspecto microscópico, observa-se o desenvolvimento 

do tumor de modo localizado e gradativo. À medida que aumenta o tempo 

experimental, nota-se a presença de áreas de degeneração (D), necrose (N) e 

ulceração superficial (U) (FIGURA 21). O gráfico apresenta, em valores percentuais, 

a extensão do tumor em relação ao tamanho da língua, no corte transversal, nos 

diferentes períodos de estudo (FIGURA 22). 
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FIGURA 21. Aspecto microscópico do modelo experimental de carcinoma oral de células 
escamosas (), conforme o período estudado. Áreas de degeneração (D), necrose (N), ulceração 
superficial (U). Fotomicrografia obtida em microscópio esteroscópico,aumento de 8X. Coloração 
HE.  
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FIGURA 22. Tamanho do tumor do modelo experimental de carcinoma de células escamosas em 
língua, em ratos F344, nos períodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias. A medida foi obtida em sua maior 
extensão em relação ao tamanho da língua, no corte transversal. Cada coluna representa a média 
de três medidas em cada tempo de experimento. Os resultados são expressos em percentagem.  

 

  

Na observação ao microscópio óptico, dos cortes histológicos corados por 

hematoxilina e eosina (HE) nos aumentos de 40, 100 e 400X, podem ser 

identificados os critérios de malignidade, adaptados para este estudo, no que se 

refere à relação tumor-hospedeiro e à população celular (FIGURAS 23A a 23F). 
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FIGURAS 23A a 23F. Fotomicrografias apresentando as características de malignidade, 
segundo os critérios adaptados para este estudo, nas lesões desenvolvidas pelos ratos Fischer 
344 após a indução tumoral. 
 
 

 

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

 

 

23B) Relação tumor-hospedeiro, mostrando a invasão tumoral nos tecidos adjacentes (). 100X HE. 

 

 

 

23C) Áreas de necrose intra-tumoral (). 100X HE. 
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23D) Áreas de maior vascularização na periferia do tumor (). 100X. HE. 

 

 

 

23E) Áreas de hemorragia (A) e infiltrado inflamatório (B). 400X HE.  

 

 

 

23F) Mitoses atípicas, pleomorfismo celular e perda de adesividade (). 400X HE. 
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Nos resultados a seguir, foram apresentados em gráficos os dados de 

imunomarcação a partir do tempo de sete dias após a inoculação das células 

neoplásicas, correspondente ao período onde já havia evidência clínica da 

ocorrência de tumor em todos os grupos avaliados.  

Através da técnica de imunoistoquímica, foi avaliado o perfil temporal da 

imunomarcação dos receptores CXCR2 no modelo animal de carcinoma 

espinocelular de língua, induzido pela inoculação de células da linhagem SCC158 

em ratos Fischer 344. A quantificação da imunomarcação foi realizada através do 

programa NIH Image J e demonstra um aumento tempo-dependente da 

imunorreatividade para os receptores CXCR2, que se apresentou aumentado em 

aproximadamente três vezes, entre 14 e 40 dias (FIGURA 24).  

A FIGURA 25 mostra que a imunomarcação do receptor CXCR2 no tecido 

normal (sem tumor), ocorre no interior dos vasos sanguíneos (A) e que as células 

epiteliais normais não apresentam marcação (B). Após a indução do tumor, observa-

se imunomarcação positiva () em todos os tempos experimentais, sendo que houve 

aumento em todos os tempos quando comparados à primeira semana de 

desenvolvimento do tumor (7 dias). 
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FIGURA 24. Imunomarcação do receptor CXCR2 para quimiocinas no modelo 
experimental de carcinoma espinocelular em língua, em ratos F344, nos períodos de 
7, 14, 21, 28 e 40 dias, a partir da técnica de imunoistoquímica. Os resultados são 
expressos em unidades arbitrárias. Cada coluna representa a média de três 
experimentos independentes.  
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LÍNGUA SEM TUMOR 

 
7 DIAS 

 
14 DIAS 

 
21 DIAS 

 
28 DIAS 

 
40 DIAS 

FIGURA 25. Imunomarcação do receptor CXCR2 () para quimiocinas no modelo experimental de 
carcinoma espinocelular de língua, em ratos F344, nos períodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias de 
experimento. Nos ratos sem tumor, observa-se a imunomarcação do receptor no vaso sanguíneo (A) 
enquanto que não há marcação nas células epiteliais normais. Fotomicrografia obtida em microscópio 
óptico; aumento de 400X. Técnica de Imunoistoquímica.  
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Utilizando-se a mesma metodologia descrita anteriormente para a avaliação 

do receptor CXCR2, foram avaliadas as imunomarcações de VEGF e Caspase-3, 

nos mesmos grupos experimentais em que foi avaliado o receptor CXCR2. 

A imunomarcação da Caspase-3 ativa não foi observada na língua sem 

tumor (FIGURAS 27 A). Nos grupos com tumor, a imunomarcação da enzima foi 

observada em todos os tempos experimentais (FIGURA 27). A análise do gráfico 

indica que houve aumento de aproximadamente quatro vezes, em 28 e 40 dias, em 

relação ao grupo de sete dias (FIGURA 26).  

Em relação ao VEGF, foi observada imunopositividade nos animais do grupo 

controle, havendo aumento expressivo deste parâmetro em todos os grupos com 

tumor. Ressalta-se que no grupo controle, a marcação ocorre predominantemente 

em vasos, sem marcação aparente das células epiteliais. Por outro lado, nos grupos 

teste (com tumor), observa-se imunodetecção marcante de VEGF nas células 

epiteliais neoplásicas (FIGURAS 28 e 29). 
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FIGURA 26. Imunomarcação da caspase-3 no modelo experimental de carcinoma 
espinocelular em língua, em ratos F344, nos períodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias, a 
partir da técnica de imunoistoquímica. Os resultados são expressos em unidades 
arbitrárias. Cada coluna representa a média de três experimentos independentes. 
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FIGURA 27. Imunomarcação da caspase-3 (), marcador de apoptose celular, no modelo experimental 
de carcinoma espinocelular de língua, em ratos F344, nos tempos de 7, 14, 21, 28, 40 dias de 
experimento. Não houve marcação no rato sem tumor (A). Fotomicrografia obtida em microscópio 
óptico; aumento de 400X. Técnica de Imunoistoquímica. 
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FIGURA 28. Imunomarcação do VEGF no modelo experimental de carcinoma espinocelular 
de língua, em ratos F344, nos períodos de 7, 14, 21, 28 e 40 dias, a partir da técnica de 
imunoistoquímica. Os resultados são expressos em unidades arbitrárias. Cada coluna 
representa a média de três experimentos independentes.  
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FIGURA 29. Imunomarcação do VEGF (), marcador de angiogênese, no modelo 
experimental de carcinoma espinocelular em língua, em ratos F344, nos períodos de 7, 14, 21, 
28 e 40 dias de experimento. No rato sem tumor houve marcação nos vasos (A) enquanto que 
nos demais tempos observa-se também a presença de VEGF nas células tumorais (). 
Fotomicrografia obtida em microscópio óptico; aumento de 400X. Técnica de Imunoistoquímica. 
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DISCUSSÃO

 
 

O número de novos casos de câncer oral aumenta a cada ano, chegando à 

cerca de 300.000 novos casos, em todo o mundo (Goodman, 2009). Nos Estados 

Unidos, são 35.000 casos diagnosticados e 7.500 mortes anualmente (Wang et al., 

2009). Esse aumento contínuo da incidência de câncer em todo o mundo tem levado 

as empresas farmacêuticas a aumentarem os investimentos no desenvolvimento de 

novos compostos para terapias anti-câncer. Em 2008, os investimentos realizados 

pelas empresas farmacêuticas foram de US$ 2,9 bilhões, sendo estimados em cerca 

de US$ 3,3 bilhões para 2013, superando os investimentos feitos na área de 

produtos para doenças cardiovasculares (Goodman, 2009). Assim, a identificação de 

novos alvos para o tratamento de diferentes tipos de neoplasias, bem como a 

definição de mecanismos relacionados com a progressão tumoral, são fatores 

fundamentais no campo das pesquisas oncológicas.  

Apesar dos avanços significativos no tratamento de outras neoplasias, a 

morbidade e mortalidade, associadas ao câncer oral, permanecem elevadas (Choi e 

Myers, 2008; McDowell, 2008; Wang et al., 2009b). A cirurgia é o tratamento inicial 

considerado definitivo para o câncer oral. A radioterapia pode ser utilizada em 

conjunto, nos casos avançados. Já a quimioterapia, considerada paliativa até os 

anos 1970, tem apresentado respostas relativamente satisfatórias, com a introdução 

da cisplatina. Entretanto, ao contrário de neoplasias em outras localizações, a 

quimioterapia para as neoplasias da cavidade oral e cabeça e pescoço, não se 

traduz em controle em longo prazo do carcinoma de células escamosas (Shah e Gil, 

2009). Diferentes estudos têm buscado o desenvolvimento de estratégias para o 

tratamento do câncer oral que possibilitem o controle da atividade das células 

tumorais e, com isso, a redução do volume do tumor (Wang et al., 2004; Tsuji et al., 

2007).  

Resgatando a observação feita por Virchow em 1863, a respeito da 

presença de leucócitos nos tecidos neoplásicos, que estabelecia conexão entre 

inflamação e câncer e sugeria a origem da neoplasia em áreas de inflamação 

crônica, autores como Balkwill e Mantovani, desde o final da década de 1990, vêm 

apresentando uma nova visão sobre o significado do infiltrado inflamatório, 

associado ao microambiente tumoral (Balkwill e Mantovani, 2001; Wilson e Balkwill, 
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2002; Balkwill 2003; Mantovani et al., 2008; Mantovani e Pierotti, 2008; Mantovani, 

2009). De fato, muitas das neoplasias comuns apresentam processo inflamatório 

crônico prévio como co-fator de carcinogênese: infecção por HPV (câncer de colo 

útero), gastrite/úlcera associada a H. Pylori (câncer de estômago) e DPOC (câncer 

de pulmão) (Moss e Blaser, 2005; Aggarwal e Gehlot, 2009).  

Em artigo de revisão, Dancey e Chen (2006) apresentaram diferentes 

agentes que atuam sobre alvos específicos das neoplasias, podendo ser usados 

sozinhos ou em combinações, salientando a importância dos estudos pré-clínicos 

para determinar as estratégias mais promissoras e superar os problemas atuais dos 

tratamentos disponíveis na clínica. Neste contexto, as quimiocinas e seus receptores 

têm se mostrado como excelentes alvos para novos agentes terapêuticos, inclusive 

para o tratamento do câncer.  

Do ponto de vista farmacológico, existem diversas maneiras de evidenciar a 

presença de um receptor em um sistema biológico: (i) através da avaliação do efeito 

de um agonista, (ii) pela utilização de um antagonista seletivo ou, (iii) pela 

determinação da imunomarcação desse receptor nas células ou tecidos (Kenakin, 

2008). Neste sentido, estas três abordagens experimentais foram utilizadas no 

presente estudo, a fim de determinar a participação dos receptores CXCR2 para 

quimiocinas no carcinoma  espinocelular oral.  

No presente trabalho foi testado o antagonista seletivo do receptor CXCR2, 

SB 225002, sobre a viabilidade de células de carcinoma das linhagens SCC158, 

HN30 e HaCaT. Tanto na linhagem de carcinoma de ratos, como na de humanos, 

houve inibição significativa da viabilidade celular, de maneira concentração e tempo-

dependente. Já na linhagem de queratinócitos humanos normais, houve discreta 

redução da viabilidade celular em algumas concentrações e tempos testados, sendo 

que estes efeitos não foram estatisticamente significativos. Esta característica tem 

valor significativo também clinicamente, uma vez que sugere menores efeitos 

inespecíficos sobre as células normais e, consequentemente, potencial de toxicidade 

reduzido.  

O trabalho conduzido por Wang et al. (2006) demonstrou aumento da 

imunodetecção das quimiocinas CXCL1/GRO-  e CXCL2/GRO-

CXCR2 em tecidos de carcinoma de esôfago, em comparação com tecidos normais 

adjacentes. Ademais, a incubação in vitro do antagonista seletivo dos receptores 
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CXCR2, o SB225002, causou a redução de aproximadamente 40 % da proliferação 

da linhagem de carcinoma de células escamosas de esôfago WHCO1, quando 

avaliado na concentração de 400 nM. O bloqueio dos receptores CXCR2, através do 

uso de um anticorpo anti-CXCR2, reduziu de modo significativo a 

microvascularização em modelo de angiogênese envolvendo células de carcinoma 

de pâncreas (Wente et al., 2006). Outro estudo utilizando um anticorpo anti-CXCR2, 

mostrou uma inibição da progressão de lesões pré-malignas, bem como indução de 

apoptose de células endoteliais no interior da lesão, em um modelo de câncer de 

pulmão em camundongos (Wislez et al., 2006). Resultados semelhantes foram 

obtidos no presente estudo, confirmando as evidências acerca da relevância dos 

receptores CXCR2 em carcinoma demonstrando, pela primeira vez, a importância 

destes receptores sobre células de carcinoma oral.  

Em relação às percentagens de inibição observadas no presente estudo, as 

mesmas variaram entre 30 e 50 %, nas concentrações mais elevadas (400 a 3200 

nM), estando de acordo com o trabalho de Wang et al. (2006). De forma 

interessante, um estudo conduzido por Kim et al. (2000), utilizando várias linhagens 

de carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço de origem humana, 

incluindo a linhagem HN30 empregada no presente estudo, mostraram que a 

incubação de cisplatina, em concentrações tão elevadas quanto 10000 nM, produziu 

a inibição média de 40 % da proliferação desta linhagem. Estes resultados sugerem 

que o SB225002 seria mais potente do que a cisplatina sobre este tipo de tumor. É 

importante ressaltar, que a cisplatina e outros compostos quimioterápicos dessa 

classe apresentam efeitos colaterais graves e crônicos em humanos (Kim et al., 

2001).  

Outras evidências prévias demonstraram efeitos relevantes para o 

antagonista testado no presente estudo, o SB225002, em modelos pré-clínicos de 

dor e inflamação. Por exemplo, os efeitos do bloqueio do receptor CXCR2 foram 

descritos por Barsante e colaboradores (2008), em estudo de artrite reumatóide 

induzida em ratos. Mais recentemente, Manjavachi et al. (2009) demonstraram que o 

tratamento sistêmico com o SB225002 foi capaz de reduzir respostas álgicas em 

diferentes modelos de nocicepção em camundongos. Cabe ressaltar que, nesses 

estudos, o SB225002 foi desprovido de efeitos tóxicos significativos, mesmo quando 

testado em protocolos crônicos de tratamento, reforçando a possível aplicação 
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segura deste antagonista (Manjavachi et al., 2009). Resta ainda investigar qual seria 

o efeito do tratamento in vivo com este antagonista sobre o desenvolvimento do 

carcinoma espinocelular oral. 

Como mencionado anteriormente, tanto células do tumor, quanto células do 

estroma são capazes de produzir quimiocinas. Estas quimiocinas poderiam agir 

direta ou indiretamente sobre o endotélio vascular, recrutando leucócitos para o 

tumor. Dados da literatura têm sugerido que, após a ativação, os leucócitos liberam 

fatores angiogênicos, mitogênicos, enzimas proteolíticas e fatores quimiotáticos, 

recrutando mais células inflamatórias e estimulando a angiogênese, o que poderia 

explicar os seus efeitos sobre o crescimento tumoral (Yan et al., 2006). De fato, a IL-

8/CXCL8 é uma das quimiocinas CXC pró-inflamatórias que ativam múltiplas vias 

após a interação com o receptor CXCR2, regulando de maneira importante o 

microambiente tumoral (Waugh e Wilson, 2008). Desta forma, a ação inibitória 

observada para o antagonista seletivo dos receptores CXCR2, o SB225002, sobre a 

viabilidade das linhagens de carcinoma de células escamosas, poderia estar 

relacionada com um ou mais dos mecanismos descritos acima. Entretanto, estudos 

adicionais ainda se fazem necessários para esclarecer os possíveis mecanismos 

anti-tumorais do SB225002. No trabalho realizado por Wang et al. (2006), com 

células de câncer de esôfago, foi demonstrado que estratégias anti-CXCR1/2 foram 

capazes de modular a ativação da MAP-quinase ERK1/2. Outras evidências têm 

demonstrado a relação entre os receptores CXCR2 e MAP-quinases/PI3-quinase em 

gliomas (Brat et al., 2005). Gavard et al. (2009) demonstraram que a ativação dos 

receptores CXCR2 pela IL-8 leva à ativação da PI3-quinase- , em um modelo de 

hiperpermeabilidade vascular em camundongos, sendo este efeito bloqueado pelo 

antagonista seletivo dos receptores CXCR2, SB225002. É possível inferir que o 

bloqueio da ativação de MAP-quinases ou das PI3-quinases poderia estar implicado 

nos efeitos observados para o SB225002 no presente estudo. Revisão recente 

publicada por Waugh e Wilson (2008) faz a correlação entre a estimulação das 

MAP-quinases, dentre outras vias de sinalização celular, após a ativação dos 

receptores CXCR2 no ambiente tumoral.  

A presença do receptor CXCR2, tanto nas células humanas (HN30), como 

nas de ratos (SCC158), foi adicionalmente confirmada pela incubação com os 

agonistas IL-8/CXCL8 e CINC-1, respectivamente. Ambos os agonistas causaram 
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proliferação concentração-dependente de células submetidas a uma condição prévia 

de privação nutricional (starving). Essa característica também foi demonstrada por 

Watanabe e colaboradores (2002), que observaram o efeito proliferativo da IL-8 e 

também de seus receptores, na linhagem HSC4 de carcinoma humano. A 

participação da IL-8 na proliferação de diferentes linhagens de carcinoma de células 

escamosas, tanto de tumor primário (HN30), como em linhagens de tumor 

metastático (HN12, HN4) foi confirmada por Christofakis e colaboradores (2008). 

Após a identificação do receptor CXCR2 nas linhagens celulares de 

carcinoma oral humano e de ratos, foi desenvolvido um modelo experimental de 

carcinoma espinocelular em língua em ratos Fisher 344. Atualmente, a cultura de 

células representa um dos métodos mais utilizados para o screening de novos 

compostos com ação antineoplásica.  Entretanto, estes modelos podem não ter boa 

correlação com os efeitos in vivo das novas moléculas selecionadas (Aggarwal et al., 

2009). Desta forma, torna-se relevante estender os dados obtidos com células em 

cultura, através de modelos in vivo.  

Diferentes modelos já foram desenvolvidos para o estudo do 

comportamento, evolução e tratamento desta neoplasia, principalmente com o uso 

de carcinógenos aplicados topicamente em língua de hamsters ou, pela injeção de 

células tumorais em camundongos imunocomprometidos (Omura et al.,1999, Myers 

et al., 2002, Murphy et al., 2005; Nomura et al., 2006). Hasegawa e colaboradores 

(1998) utilizaram modelo com ratos Fischer 344 e células da linhagem SCC158, para 

avaliar tratamento com eletroquimioterapia sobre neoplasias de língua. Neste 

trabalho, a implantação das células tumorais foi feita em duas fases: primeiramente, 

5 x 106 células foram inoculadas no dorso do animal. Cerca de duas semanas 

depois, quando o tumor atingia cerca de 1 cm, o mesmo era removido, as células 

ressuspensas novamente e, só então, injetadas na língua do animal. Neste 

protocolo, o tumor se tornava visível, aproximadamente 10 dias após a segunda 

inoculação. Este mesmo modelo foi utilizado posteriormente por Nagamine e 

colaboradores, em 2006, para estudar alterações dolorosas em tumores de gengiva 

e sua relação com a invasibilidade do tecido ósseo. Em 2004, com o objetivo de 

facilitar o estudo dos carcinomas orais e também de metástases, Djalilian e 

colaboradores desenvolveram um modelo utilizando ratos Fischer 344 

imunocompetentes, com a inoculação de células de carcinoma oral no flanco dos 
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animais. As características clínicas e microscópicas, bem como o comportamento 

em relação à metástase, permitiram que os autores o considerassem um bom 

modelo experimental, com comportamento muito semelhante ao das neoplasias de 

mucosa de cabeça e pescoço. Em todos os modelos, foram consideradas as 

características clínicas e microscópicas para identificar a presença do tumor.  

Os modelos de indução tumoral por agentes químicos possuem 

características microscópicas de diferenciação muito próximas ao carcinoma 

espinocelular da cavidade oral em humanos. Entretanto, apresentam como 

desvantagens principais, o longo tempo necessário para o estabelecimento das 

lesões (até 5 meses), além da alta toxicidade das substâncias químicas, comumente 

derivadas de antracenos (Omura et al., 1999). Em relação aos modelos que utilizam 

a injeção de células tumorais em camundongos imunocomprometidos (nude), o 

problema maior está associado com a manutenção destes animais, que são 

altamente suscetíveis a infecções, necessitando de instalações especiais de 

manutenção (Myers et al., 2002). Geralmente, esses modelos empregam células de 

origem humana e, consequentemente, as características genéticas e fisiológicas 

destas células podem mudar após a inoculação em camundongos (Aggarwall et al., 

2009). 

No modelo experimental apresentado neste trabalho, a injeção submucosa 

de 5 x 106 células da linhagem SCC158, diretamente na língua de ratos Fischer 344, 

produziu um tumor de comportamento semelhante ao observado em humanos, 

sendo realizado em uma só etapa experimental, estando clinicamente estabelecido 

após 7 dias da indução tumoral. Em cerca de 4 semanas, as características clínicas 

observadas lembraram os aspectos clínicos do carcinoma espinocelular oral de 

humanos. As características histopatológicas observadas nas lesões, em todos os 

tempos deste modelo experimental, foram semelhantes às descritas na literatura por 

vários autores (Anneroth et al., 1986; Odell et al., 1994; Pindborg, 1997; WHO, 2005; 

Lourenço et al., 2007). Uma característica particular observada neste modelo foi o 

alto grau de indiferenciação das células tumorais; assim, seria interessante utilizar 

marcadores específicos para células epiteliais, a fim de completar a padronização do 

modelo. Independente dessas limitações, o modelo apresenta vantagens claras em 

relação aos outros descritos na literatura, como o menor tempo de indução e a 

utilização de animais imunocompetentes, além da relativa facilidade de execução 
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técnica. Neste sentido, este modelo poderia ser útil para a avaliação farmacológica 

pré-clínica de novas moléculas candidatas para o tratamento do carcinoma 

espinocelular da cavidade oral. Ademais, a evolução das lesões observadas no 

presente modelo permitiria a realização de protocolos preventivos e terapêuticos, 

bem como, a associação de novas moléculas com fármacos quimioterápicos já 

utilizados clinicamente.  

Para a identificação do receptor CXCR2 por meio de análise 

imunoistoquímica, foram utilizadas amostras obtidas de língua de ratos Fisher 344, 

inoculados com células SCC158. Os resultados demonstram que houve aumento 

marcante da imunopositividade para os receptores CXCR2, o que já foi evidente 7 

dias após a inoculação tumoral, permanecendo elevada até o final do período de 

observação, aos 40 dias após a indução do tumor. O aumento da imunodetecção 

dos receptores CXCR2 foi observado em biópsias obtidas de pacientes com 

carcinoma de esôfago, por meio de RT-PCR end-point (Wang et al., 2006; 2009). 

Ademais, a imunomarcação de receptores CXCR2 para quimiocinas também foi 

observada em amostras de melanoma de pele, por meio de análise 

imunoistoquímica (Varney et al., 2006). Embora, os dados do presente estudo 

mostrem evidências convincentes acerca da imunomarcação aumentada dos 

receptores CXCR2 no modelo de carcinoma de língua em ratos, os seguintes pontos 

devem ser considerados: (i): a técnica de imunoistoquímica tem caráter qualitativo - 

seria relevante a complementação desta técnica por meio de outras abordagens 

para detecção de receptores, tais como PCR em tempo real, ensaios de união 

específica com radioligantes ou western-blot; (ii) não é possível afirmar, com 

precisão, que o aumento da imunomarcação dos receptores CXCR2 ocorreu 

exclusivamente em células tumorais ou; (iii) talvez, o aumento da imunomarcação de 

receptores CXCR2 observada no presente estudo esteja relacionada com alterações 

em células inflamatórias do ambiente tumoral ou, de células endoteliais de pequenos 

vasos que nutrem o tumor. Estes questionamentos estão de acordo com a revisão 

recente publicada por Mantovani et al. (2008), que discute uma série de pontos que 

ainda permanecem por ser esclarecidos, a respeito da relação entre câncer e 

inflamação.  

O grau de malignidade tumoral está relacionado com o crescimento de 

novos vasos sanguíneos, um processo fundamental para a progressão, 
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agressividade e capacidade de metástase do tumor. Dentre os diversos mediadores 

envolvidos na angiogênese, o VEGF apresenta um papel decisivo. O VEGF é uma 

glicoproteína dimérica que age como regulador da vasculogênese e hematopoiese 

durante a embriogênese. Na idade adulta, este fator induz angiogênese em 

condições fisiológicas, como cicatrização, assim como, em alterações patológicas, 

incluindo câncer e artrite reumatóide. A maior parte de seus efeitos é mediada pela 

ativação de receptores pertencentes à superfamília tirosina-quinase, denominados 

VEGFR-1, -2 e -3, além de alguns co-receptores (Ferrara et al., 2002; 2003; Olsson 

et al., 2006).  

A expressão elevada de VEGF tem sido correlacionada com pior prognóstico 

no carcinoma espinocelular oral (Uehara et al., 2004; Tse et al., 2007; Choi e Myers, 

2008; Sappayatosok et al., 2009). No modelo experimental apresentado neste 

estudo, foi evidenciado, ao nível macroscópico, o aumento expressivo do número de 

vasos em regiões próximas ao tumor. Além disso, os experimentos de 

imunoistoquímica revelaram o aumento da imunodetecção de VEGF nas amostras 

de língua de rato. De forma interessante, este aumento apresentou correlação 

temporal com a marcação dos receptores CXCR2, bem como, com a evolução do 

tumor. Dados da literatura têm demonstrado que quimiocinas ELR+, tais como 

aquelas que ativam os receptores CXCR2, são potentes indutores de angiogênese 

(Moore et al., 1998; Romagnani et al., 2004; Karl et al., 2005). Além disso, foi 

demonstrado que a ativação de receptores pela IL-8 pode induzir a fosforilação do 

receptor VGEFR-2 em células endoteliais, alterando a permeabilidade da barreira 

endotelial (Petreaca et al., 2007). Ademais, foi demonstrado que a imunomarcação 

de quimiocinas CXC, como IL-8 e GRO- , é aumentada após a exposição de células 

endoteliais ao VEGF (Karl et al., 2005). Tanto os efeitos da IL-8, quanto do VEGF, 

podem convergir para a ativação de pequenas GTPases, como a Rac1, resultando 

na estimulação da quinase p21, e, finalmente em neovascularização (Gavard et al., 

2009). É possível inferir que o aumento dos receptores CXCR2 e sua consequente 

ativação poderiam resultar em aumento de fatores angiogênicos, incluindo o VEGF 

ou, ainda, das vias de sinalização ativadas pelos receptores para VEGF. Por outro 

lado, o aumento da imunomarcação dos receptores CXCR2 e do VEGF poderia 

ocorrer de maneira independente, apresentando efeitos aditivos sobre a evolução 
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tumoral. Experimentos utilizando ferramentas farmacológicas anti-CXCR2 e anti-

VEGF seriam fundamentais para elucidar esta proposição.  

A transformação neoplásica maligna tem sido associada com o aumento 

marcante das taxas de apoptose e proliferação, como observado pela avaliação da 

imunodetecção de p53 e Bcl-2 em tumores colorretais (Sinicrope et al., 1996). Os 

autores sugeriram que a apoptose pode ser um fator fundamental na regulação do 

crescimento destes tumores. De acordo com os resultados do presente estudo, 

houve o aumento expressivo da imunomarcação para caspase-3, no modelo de 

carcinoma espinocelular na língua de ratos, especialmente nos períodos de 

observação de 28 e 40 dias. A caspase-3 é uma das proteases mais específicas 

relacionadas ao processo de apoptose (Zhang et al., 2009). Correlação semelhante 

entre a progressão tumoral (medida através do índice mitótico) e o aumento da 

imunomarcação de caspase-3 foi observada em biópsias de retinoblastoma (Sitorus 

et al., 2009). Foi ainda demonstrado o aumento na imunopositividade para caspase-

3, tanto no epitélio, quanto no estroma, de biópsias de carcinoma colorretal, em 

comparação com a mucosa adjacente (Koelink et al., 2009). De forma interessante, 

tem sido descrito que carcinomas orais apresentam índice apoptótico maior do que 

aquele observado no epitélio normal. Dados da literatura sugerem que em tumores 

de diferentes origens, a imunomarcação de caspase-3 pode-se 

apresentar aumentada ou diminuída em relação ao tecido normal. A sua marcação 

foi avaliada em 39 amostras de epitélio oral normal e em 54 de carcinoma de células 

escamosas. Assim como demonstrado no presente estudo, as amostras de 

carcinoma humano também apresentaram marcação mais intensa para caspase-3 

em relação ao tecido normal. A intensidade da imunomarcação, bem como a 

percentagem de células positivas para este marcador, foram inversamente 

associadas com o grau de diferenciação (Hague et al., 2004). Outro trabalho 

também demonstrou imunomarcação significante para caspase-3 em tumor de 

células granulares da cavidade oral (Chrysomali et al., 2003). Por outro lado, 

trabalho conduzido por Andressakis e colaboradores (2008) demonstrou a redução 

simultânea das caspases-3 e 8 no carcinoma de células escamosas em humanos. 

Embora os dados deste estudo indiquem fortemente a ocorrência do aumento na 

imunodetecção de caspase-3, que parece ser proporcional à evolução do tumor, 

outros fatores relacionados à apoptose também precisariam ser investigados. Por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sitorus%20RS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sitorus%20RS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chrysomali%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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exemplo, Bcl-2 é uma proteína diretamente envolvida na regulação da sobrevivência 

de células tumorais, que exerce parte seus efeitos por regular a presença de 

quimiocinas CXC pró-angiogênicas, tais como a IL-8 (Karl et al., 2005). Assim, seria 

interessante avaliar como estaria a imunomarcação de Bcl-2 nas amostras obtidas 

no modelo de indução tumoral descrito nesse trabalho.  
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CONCLUSÕES

 
 

A partir dos modelos experimentais utilizados, foi possível confirmar a 

participação dos receptores CXCR2 para quimiocinas no carcinoma espinocelular da 

cavidade oral. De acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que 

antagonistas seletivos e de natureza não-peptídica, como o SB225002 seriam 

alternativas promissoras para o tratamento deste tipo de câncer, especialmente em 

associação com outras abordagens já existentes. Embora a viabilidade das células 

tumorais não tenha sido completamente abolida por esse antagonista, as 

percentagens de inibição observadas ainda são superiores àquelas obtidas para 

outros agentes quimioterápicos clássicos.  

Os estudos in vivo permitiram a padronização de um modelo experimental 

que pode ser útil para a avaliação pré-clínica de novos compostos com possível 

efeito sobre o carcinoma oral. Ademais, a padronização desse modelo permitiu 

confirmar a relevância dos receptores CXCR2 para o estabelecimento e/ou a 

progressão do carcinoma espinocelular oral, como demonstrado pelo aumento da 

marcação desses receptores, por meio de análise imunoistoquímica. Finalmente, a 

imunomarcação dos receptores CXCR2 parece estar diretamente relacionada com 

efeitos pró-angiogênicos, uma vez que foi observado aumento concomitante do 

VEGF nas mesmas amostras. Por outro lado, o aumento da imunomarcação da 

proteína pró-apoptótica, caspase-3, foi subsequente à imunomarcação do receptor 

CXCR2 e do VEGF, talvez como mecanismo de defesa ou controle do crescimento 

do tumor.  

Ainda precisam ser avaliados os possíveis efeitos do tratamento com o 

SB225002 no modelo in vivo de carcinoma espinocelular da cavidade oral. Além 

disso, os mecanismos relacionados com as ações antitumorais desse antagonista, 

ainda devem ser esclarecidos. No momento, ainda não é possível definir quais as 

células pertencentes ao micro-ambiente tumoral, incluindo neutrófilos, macrófagos, 

células endoteliais e/ou células epiteliais do tumor, seriam responsáveis pelo 

aumento da imunomarcação dos receptores CXCR2, aqui observado. De qualquer 

forma, o presente estudo contribui para um melhor entendimento acerca dos 

mecanismos relacionados com as neoplasias malignas da cavidade oral de origem 

epitelial.  
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