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RESUMO 
 

 

Apesar dos avanços sobre a efetiva participação das células T reguladoras (Treg) na resposta 

imune antitumoral, ainda existem vários pontos que precisam ser esclarecidos. Visto que, os 

fatores que controlam a migração destas células para o microambiente tumoral ainda não 

estão totalmente definidos, o esclarecimento dos mecanismos de migração de células Treg no 

contexto do câncer poderia fornecer novos alvos para o desenvolvimento de terapias mais 

específicas. Diversos modelos de estudo demonstraram que o recrutamento preferencial de 

células Treg ao invés de outros tipos de células T pode ser explicado pela expressão 

diferencial de receptores de quimiocinas como o CCR5. Assim, é de extrema importância 

estabelecer qual é o papel de CCR5 na migração de células Treg em tumores induzidos 

quimicamente e seu envolvimento no desenvolvimento tumoral. Baseado no exposto, o 

presente estudo analisou o envolvimento de CCR5 na migração de células Treg e a sua 

correlação com o desenvolvimento de carcinoma espinocelular (CEC) induzido 

quimicamente. Os resultados obtidos demonstraram que camundongos geneticamente 

deficentes de CCR5 (CCR5KO) apresentaram baixo número de células Treg nas lesões e 

foram menos suscetíveis ao desenvolvimento de carcinoma espinocelular. Na fase de 

progressão tumoral verificou-se o desenvolvimento de CEC in situ por animais CCR5KO em 

combinação com a maior infiltração leucocitária, enquanto camundongos do grupo controle 

(WTCEC) apresentaram lesões de CEC bem diferenciado associado à elevada frequência de 

células Treg no microambiente tumoral e menor infiltração leucocitária. Interessantemente, a 

transferência adotiva de células Treg CCR5+ para animais CCR5KO (CCR5CEC Treg) resultou 

no acúmulo destas células no microambiente tumoral, elevado nível de CCL4, CCL17 e 

CCL22, e aumento da suscetibilidade desses animais à carcinogênese química. Verificou-se o 

desenvolvimento de CEC indiferenciado por animais CCR5CEC Treg e este foi associado à 

elevada frequência de macrófagos, células mielóides e dendríticas, linfócitos CD19+, T CD4+, 

T CD8+ e células Treg na fase de progressão tumoral. Outro aspecto relevante de nosso estudo 

foi à observação de que a transferência adotiva de células T CD4+CD25-CCR5+ para animais 

CCR5KO (CCR5CEC CD4+) induziu o desenvolvimento de CEC moderadamente diferenciado 

com características intermediárias as lesões observadas em animais WTCEC e CCR5CEC Treg. A 

transferência adotiva de células T CD8+CCR5+ para animais CCR5KO (CCR5CEC CD8+) 

promoveu o aparecimento precoce de papilomas e inibiu a progressão de papilomas para o  



	
  

	
  

CEC. A menor suscetibilidade à carcinogênese química de animais CCR5CEC CD8+ foi 

associada ao alto número de macrófagos, células mielóides, linfócitos B e T CD8+, células 

NK detectado nas lesões destes animais. Dessa forma, os resultados descritos estabelecem que 

a quimiotaxia de células Treg para o microambiente tumoral é dependente de CCR5 e estas 

células regulam aspectos críticos desta doença, sugerindo que o bloqueio da migração de 

células Treg CCR5+ seria uma importante estratégia imunoterapêutica no combate deste tipo 

de câncer.  

 

Palavras-chave: carcinoma espinocelular, células T reguladoras, quimiocinas, supressão imune. 
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ABSTRACT 
 

 

 Considering the advances on the effective participation of regulatory T cells (Treg) in 

the antitumor immune response, there are still several points that need to be clarified. The 

mechanisms that control the Treg cells migration to the tumor microenvironment are not 

completely defined, for these reason, establish these mechanisms could provide new targets 

for the development of more specific therapies. Several study models have demonstrated that 

preferential recruitment of Treg cells rather than other types of T cells can be explained by the 

differential expression of chemokine receptors such as CCR5. Thus, the present study 

examined the involvement of CCR5 in the migration of Treg cells and their correlation with 

the development of squamous cell carcinoma (SCC) chemically induced. The results showed 

that CCR5 knockout mice (CCR5KO) showed a low number of Treg cells in the lesions and 

these animals were less susceptible to the development of squamous cell carcinoma. SCC in 

situ was developed in CCR5KO mice and associated with high leukocytes infiltration, 

whereas the development SCC well differentiated in the control group (WTSCC) was 

associated with a high number of Treg cells and lower leukocyte infiltration in the tumor 

microenvironment. Interestingly, adoptive transfer of CCR5+ Treg cells to CCR5KO mice 

(CCR5SCC Treg) resulted in the accumulation of these cells, high levels of CCL4, CCL17 and 

CCL22 in the tumor microenvironment and increased susceptibility to chemical 

carcinogenesis. CCR5SCCTreg mice developed SCC undifferentiated associated with a higher 

incidence of macrophages, myeloid and dendritic cells, CD19+, CD4+ T, CD8+ T 

lymphocytes, and Treg cells in the stage of tumor progression. Another relevant aspect of our 

study was the observation that adoptive transfer of CD4+CD25-CCR5+ T cells to CCR5KO 

animals (CCR5SCC CD4+) induced the development of SCC moderately differentiated with 

intermediate features observed in the WTSCC and CCR5SCC Treg mice. The adoptive transfer of 

CD8+CCR5+ T cells to CCR5KO mice (CCR5SCC CD8+) promoted the early incidence of 

papillomas and inhibited the progression to SCC. Reduced susceptibility to skin 

carcinogenesis in CCR5SCC CD8+ mice was associated with high frequency of macrophages, 

myeloid cells, B lymphocytes, CD8+ T lymphocyte and NK cells. In this study we showed 

that the migration of Treg cells to the tumor microenvironment is CCR5 dependent and that it 

regulates critical aspects of tumor development. The development of drugs that blocks CCR5+ 



	
  

	
  

Treg cells migration could be an important immunotherapeutic strategy to control this type of 

cancer. 

 

Key-words: squamous cell carcinoma, T regulatory cells, chemokines, immune suppression. 
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O carcinoma espinocelular (CEC) é um dos tipos de cânceres humanos mais 

incidentes. Esta designação compreende um grupo de neoplasias que pode ter origem a partir 

do epitélio da pele, cérvix, esôfago ou cavidade bucal (JANES; WATT, 2006). Sendo que, a 

frequência, etiologia e o prognóstico desse tipo de câncer variam de acordo com a origem. Na 

pele, o desenvolvimento de CEC está associado com mutações no gene p53 induzidas pela 

radiação ultravioleta e exposição a agentes químicos; no cérvix pode ser causado por 

infecções pelo papiloma vírus humano (HPV); já o consumo de álcool e tabaco predispõe o 

desenvolvimento de CEC na cavidade bucal e no esôfago (ALAM; RATNER, 2001; 

STERLINKO; BANKS, 2004; BACKVALL et al., 2005; HUNTER; PARKINSON; 

HARRISON, 2005).  

O CEC representa o segundo tipo de câncer mais frequente na pele e afeta cerca de 

500.000 novos paciente por ano (KERBEL, 2008). Enquanto outras neoplasias progridem 

através de invasão, disseminação e metástase em locais distantes da origem, o CEC tem como 

características principais a disseminação linfática e a recorrência local (TIMAR et al., 2005). 

A progressão deste tipo de câncer pode levar a destruição tecidual local e formação de 

metástases que resultam em taxas de morbidade e mortalidade significativas (ALAM; 

RATNER, 2001).  

Embora a maioria dos casos de CEC de pele sejam curados através da excisão 

cirúrgica, aproximadamente 8% dos pacientes apresentam recorrência local e 5% apresentam 

metástases dentro de 5 anos. Para os pacientes que apresentam CEC metastático, o 

prognóstico é ruim, com uma taxa de 10 a 20% sde obrevidade acima de 10 anos (ALAM; 

RATNER, 2001). Entretanto, o exato mecanismo envolvido na progressão deste tipo de tumor 

ainda não foi esclarecido e faz-se necessário. 
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O modelo de estudo mais utilizado para o estudo do CEC de pele é a carcinogênese 

química. O desenvolvimento de CEC por meio de indução química permite que as diferentes 

fases do desenvolvimento tumoral (iniciação, promoção e progressão) sejam avaliadas e 

monitoradas separadamente e visualmente, permitindo, por exemplo, a avaliação da eficácia 

de agentes quimiopreventivos (DIGIOVANNI, 1991; KUNDU; SHIN; SURH, 2006; ABEL 

et al., 2009). O papel de vários genes e vias de sinalização celular pode ser avaliado por meio 

de camundongos geneticamente modificados ou pela utilização de inibidores específicos 

(GLICK et al., 1994; PEREZ-LOSADA; BALMAIN, 2003; OWENS; WATT, 2003; 

MATSUMOTO et al., 2003; CHAN et al., 2004). 

O processo da carcinogênese de uma maneira geral pode ser caracterizado por 

múltiplos estágios definidos em: iniciação, promoção e progressão (Figura 1). A iniciação 

corresponde ao passo inicial e irreversível no desenvolvimento do tumor, já que lesa de forma 

permanente a estrutura do DNA das células. Este processo pode ser induzido quimicamente 

em modelos animais com a utilização de 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) que, leva ao 

desenvolvimento de lesões morfológica e histologicamente semelhantes ao câncer em 

humanos (GIMENEZ-CONTI; SLAGA, 1993; MOORE et al., 1999; CHANG et al., 2000; 

BALASENTHIL; RAO; NAGINI, 2003). O DMBA é um hidrocarboneto poliaromático 

mutagênico ao qual seres humanos podem ser expostos e, mutações similares são comuns em 

carcinomas humanos (MODI et al., 2012). Ele provoca mutações no gene HRAS promovendo 

uma transversão A-T no códon 61 do mesmo (JANES; WATT, 2006).  

Na fase de promoção, a exposição contínua e prolongada a agentes promotores como o 

phorbol myristate acetate (PMA), induz a proliferação celular (expansão clonal) das células 

que já tiveram contato com o carcinógeno (agente iniciador). Diferentemente da fase de 

iniciação, esta fase possui natureza epigenética e, geralmente é reversível (YUSPA, 1998). 
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Embora o PMA seja pleitrópico, seus efeitos pró-inflamatórios são cruciais para a promoção 

tumoral (XIAO, 2009), consistente com a comum associação da inflamação com a 

carcinogênese. Assim sendo, a carcinogênese química mimetiza muitos aspectos moleculares 

e etiológicos do câncer humano (MODI et al., 2012). Durante a promoção ocorre a formação 

de múltiplos papilomas que, representam clones de células iniciadas. Os papilomas 

apresentam três alterações que os distingue dos queratinócitos normais: hiperplasia, expressão 

alterada de marcadores de queratinócitos e, bloqueio ou atraso na diferenciação terminal 

(YUSPA, 1998).  

O estágio seguinte é a progressão caracterizada pela irreversibilidade das alterações 

genéticas que conferem às células: alto potencial proliferativo, capacidade invasiva e 

metastática (GIMENEZ-CONTI; SLAGA, 1993; MOORE et al., 1999; CHANG et al., 2000; 

BALASENTHIL; RAO; NAGINI, 2003). Embora muitos papilomas se desenvolvam na pele 

de camundongos suscetíveis, apenas 10% destes progridem para CEC (PEREZ-LOSADA; 

BALMAIN, 2003). A exposição contínua dos papilomas aos agentes promotores aumenta a 

probabilidade de ocorrência de alterações genéticas adicionais necessárias à progressão 

maligna (YUSPA, 1994). Enquanto mutações no gene HRAS relacionam-se com a fase de 

iniciação, as mutações de p53 foram associadas com a progressão maligna (PEREZ-

LOSADA; BALMAIN, 2003; OWENS; WATT, 2003). Além disso, um estudo recente 

demonstrou que a expressão de KRAS associada com a perda de p53 induziu CEC invasivo 

(LAPOUGE et al., 2011). 
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Figura 1- Ilustração das etapas do processo de carcinogênese química. Adaptação de 
Abel et al., 2009. 

 

 

A indução de CEC pela administração tópica de agentes químicos permite o estudo de 

fatores locais, sistêmicos e ambienteais que influenciam a suscetibilidade, o crescimento e a 

progressão tumoral. A utilização desta metodologia para a indução de CEC na pele de 

camundongos tem sido utilizada há várias décadas e continua a ajudar na identificação de 

importantes vias moleculares e de mecanismos imunológicos envolvidos no desenvolvimento 

deste tipo de câncer (FILLER; ROBERTS; GIRARDI, 2007). 

Várias evidências indicam a existência de mecanismos efetores contra células 

tumorais (BELL, 1970; RUCKDESCHEL et al., 1972; SHANKARAN et al., 2001; WEI; 

HANG, 1989). Camundongos deficientes de componentes essenciais da resposta imune inata 

ou adaptativa são mais suscetíveis ao desenvolvimento de carcinomas espontâneos ou 

induzidos quimicamente. Este é o caso de animais deficientes do gene RAG2, cuja deficiência 

resulta na ausência de linfócitos T, B e células NKT e desenvolvem leucemia 

espontaneamente (GLADDY et al., 2003). 

O conceito de que o sistema imune reconhece e elimina tumores primários em 

desenvolvimento existe há quase 100 anos (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). O primeiro 
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relato desta ideia é de autoria de Paul Ehrlich que, em 1909, propôs que o sistema imune 

controlaria o desenvolvimento de tumores (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). Porém, 

devido à ausência de dados, esta hipótese não pôde ser comprovada na época. Apenas cerca 

de 50 anos depois, Burnet e Thomas reformularam as hipóteses de Ehrlich e propuseram o 

que hoje é conhecido como teoria da vigilância imunológica (“câncer immunosurveillance”) 

(BURNET, 1970). Essa teoria propõe que o sistema imune patrulha o organismo a procura de 

células transformadas, sendo capaz de reconhecer e destruí-las. Dessa forma, a ocorrência de 

tumores seria um evento raro, proveniente de células que escaparam dessa vigilância.  

Atualmente, é reconhecido que o sistema imune apresenta, pelo menos, três papéis 

distintos na prevenção do câncer: protege o hospedeiro contra infecções virais e, portanto 

suprime o desenvolvimento de tumores induzidos por vírus; previne o estabelecimento de um 

ambiente inflamatório que poderia promover o desenvolvimento do tumor através da 

eliminação de patógenos e da rápida resolução da inflamação; além disso, elimina células 

transformadas que geralmente expressam ligantes para receptores de ativação das células da 

imunidade adaptativa e antígenos que são reconhecidos por receptores de linfócitos 

(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). 

Se por um lado, várias evidências indicam a existência de uma resposta imune contra 

as neoplasias; por outro há dados que contradizem esta hipótese (BELL, 1970; 

SHANKARAN et al., 2001; WEI; HANG,1989; GILL; BRYNES. 1989; PENN, 1991; 

DUNN et al., 2002). Dentre estes, o mais relevante é aquele que demonstra que tumores se 

desenvolvem em indivíduos imunocompetentes e indivíduos imunodeficientes não 

apresentam um aumento da incidência das neoplasias mais comuns no restante da população 

(GILL; BRYNES. 1989; PENN, 1991; DUNN et al., 2002). Assim, apesar da grande 

quantidade de dados sobre o estudo da resposta imune contra tumores, não se pode aceitar 
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nem rejeitar totalmente a teoria da vigilância imunológica, mas é notória a importância do 

sistema imune na biologia das neoplasias. 

A hipótese da imunoedição (“immunoediting”) proporciona um melhor entendimento 

sobre o mecanismo de escape tumoral. Esta hipótese parte da idéia de que o sistema imune 

tem um duplo papel no processo tumoral (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). O sistema 

imune pode atuar no câncer de duas formas: protegendo o hospedeiro contra o 

desenvolvimento do tumor ou promovendo o desenvolvimento do mesmo através da seleção 

de variantes com reduzida imunogenicidade (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; 

SCHREIBER, 2005). A imunoedição pode ser divida em três fases que são eliminação, 

equilíbrio e escape. A fase de eliminação representa o conceito clássico da imunovigilância, 

em que as células e moléculas da resposta imune inata e adaptativa reconhecem e destroem os 

tumores, protegendo o hospedeiro contra o câncer. Esta fase inicial pode erradicar uma grande 

quantidade de células transformadas, porém algumas podem resistir e, a persistência destas 

células caracteriza a segunda etapa, denominada fase de equilibro. O equilíbrio representa um 

tipo de dormência na qual o crescimento das células tumorais é controlado pela imunidade 

(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). Nesta fase, também chamada de período de “seleção 

Darwiniana”, muitas células tumorais são eliminadas e poucas sofrem mutações, estas se 

tornam resistentes ao ataque do sistema imune devido às mutações sofridas (KHONG; 

RESTIFO, 2002). Assim, no fim da fase de equilíbrio surge uma nova população de clones 

tumorais sobreviventes, cuja característica principal é a baixa imunogenicidade. Nesta etapa 

observa-se a fase de escape, na qual as células que sofreram mutações tornaram-se resistentes 

à resposta imune e sobreviveram. Em seguida, iniciarão um crescimento exagerado, de 

maneira descontrolada, iniciando assim a progressãoo tumoral (ZITVOGEL; TESNIERE; 

KROEMER, 2006).  
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Estas evidências indicam que nos estágios iniciais da tumorigênese o sistema 

imune consegue eliminar as células com potencial malignizante, tal fato evidencia o 

importante papel das células do sistema imune no controle do desenvolvimento tumoral. 

Dentre as células envolvidas na imunidade tumoral destaca-se o papel de linfócitos T CD8+, 

estas células podem reconhecer e eliminar células tumorais que apresentam antígenos via 

moléculas MHC de classe I; secretam citocinas como IFN-γ, envolvida na inibição da 

angiogênese e do ciclo celular, estimulam a imunidade adaptativa; liberam grânulos contendo 

perforina que formam poros na membrana das células alvo que podem alterar a 

permeabilidade e levar à lise osmótica; e enzimas citotóxicas, como granzima que promove a 

lise da célula alvo; e podem induzir a morte celular através da ligação de receptores de morte 

celular como o Fas/FasL (CD95/CD178) (GORELIK; FLAVELL, 2001; DUNN; OLD; 

SCHREIBER, 2004; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; LIEBERMAN, 2003).  

Os linfócitos T CD4+ podem reconhecer antígenos tumorais restritos ao MHC de 

classe II controlando o desenvolvimento de tumores. Além disso, podem coordenar a resposta 

contra tumores, através da produção citocinas que estimulam a diferenciação de linfócitos T 

CD8+ citotóxicos (CTL), e induzem a ativação de células da imunidade inata como os 

macrófagos através da liberação de IFN-γ produzido por células Th1. No entanto, células Th2 

e Th17 indiretamente favorecem o desenvolvimento de tumores por recrutar células com 

atividade supressora como as células mielóides (Gr1+CD11b+) (CASERTA; BORGER; 

ZAMOYSKA, 2012).  

As células NK exercem atividade citotóxica contra células tumorais sem a necessidade 

de reconhecimento de antígeno específico. A baixa expressão de moléculas MHC de classe I 

ou a alta expressão de proteínas relacionadas com o estresse celular por células tumorais leva 

a ativação das células NK que, por sua vez, matam as células tumorais através da ligação de 
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receptores de superfície nas células tumorais, ou injetando nelas enzimas proteolíticas 

(granzima e perforina) que ativam a cascata das caspases, e desencadeiam a apoptose através 

da sinalização via membros da família de receptores de morte celular do TNF (FasL, TNF-α e 

TRAIL) (ZAMAI et al., 2007; VIVIER et al., 2012). 

As células dendríticas representam um importante papel no combate ao câncer, pois 

possuem a capacidade de fagocitar células tumorais, digerir e apresentar seus antígenos a 

linfócitos T CD4+. Além disso, estas células podem induzir a morte de células tumorais via 

liberação de perforina e granzima ou por meio da sinalização via membros da família de 

receptores de morte celular do TNF (STARY et al., 2007; LU et al., 2002). 

Apesar destes mecanismos, a resposta imune antitumoral pode ser ineficiente 

devido aos vários mecanismos de escape utilizados pelas células neoplásicas (CHIOU et al., 

2005). Dentre estes mecanismos, destaca-se a indução de anergia, definida como o estado de 

hiporresponsividade de células T, no qual a produção de citocinas e a proliferação são 

prejudicadas após a exposição a determinado antígeno, favorecendo a progressão tumoral. A 

indução de anergia ocorre principalmente pelo fato das células tumorais, sobreviventes da 

fase de equilíbrio, ser pouco imunogênicas e não apresentar moléculas coestimuladoras 

(KHONG; RESTIFO, 2002).  

Em relação aos outros mecanismos que estariam relacionados com o escape 

tumoral, pode-se citar a indução de apoptose de linfócitos intratumorais (tumor infiltrating 

lymphocytes -TILs) através da via Fas-FasL e à inativação funcional de células T por 

moléculas de superfície, como por exemplo, a interação PD-1/PDL-1 (KHONG; RESTIFO, 

2002). A produção de citocinas por células tumorais também tem importante papel nos 

mecanismos de escape. Sabe-se que a produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e 

TGF-β, induz angiogênese, crescimento tumoral, formação de metástases e apresenta 
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importante papel na inibição da resposta imune protetora mediada por células T CD8+ e NK 

(CASTRICONI et al., 2003; THOMAS; MASSAGUÉ, 2005; GURUVAYOORAPPAN, 

2008; FLAVELL et al., 2010; HAO et al., 2012). Além destes fatores, muitas evidências têm 

indicado que o recrutamento de células T reguladoras (Treg), conhecidas pelo seu potencial 

supressor, seria um dos principais mecanismos responsáveis pela inibição da resposta imune 

antitumoral (DAS; LEVINE, 2008; SAKAGUCHI; POWRIE, 2007).  

As células Treg representam de 5% a 10% da população de células T CD4+ em 

humanos e camundongos (STEPHENS et al., 2001; SAKAGUCHI, 2005). As células Treg 

naturais (nTreg) constituem uma população de linfócitos T CD4+CD25+, gerada no timo cuja 

principal função é manter a tolerância periférica, prevenindo o desenvolvimento de doença 

autoimune e, limitando o desenvolvimento de resposta imune exacerbada contra patógenos ou 

alérgenos (SHEVACH, 2002; NG et al., 2001; DIECKMANN et al., 2002; READ; POWRIE, 

2001; TAKAHASHI et al., 2000; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003; FEUERER et al., 

2009; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008; WING; SAKAGUCHI, 2010). No 

entanto, sua função supressora também pode limitar o desenvolvimento de respostas 

imunológicas antitumorais facilitando o desenvolvimento de tumores (FEUERER et al., 2009; 

VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008; WING; SAKAGUCHI, 2010).  

As células nTreg co-expressam constitutivamente a cadeia α do receptor de IL-2 

(CD25) (SHEVACH, 2002). A eliminação ou inativação destas células resulta no 

desenvolvimento de doença autoimune e acentuação da resposta imune contra aloantígenos e 

tumores (SHEVACH, 2002; NG et al., 2001; DIECKMANN et al., 2002; READ; POWRIE, 

2001; TAKAHASHI et al., 2000; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003). Estudos recentes 

demonstraram que o fator de transcrição “forkhead” Foxp3 (“scurfin”) é essencial para o 

desenvolvimento e função das células Treg (HAIQI; YONG; YI, 2011; BETTINI; VIGNALI, 
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2010). Foxp3 é o marcador mais específico de células Treg humanas e murinas (BETTINI; 

VIGNALI, 2010; HAIQI; YONG; YI, 2011).  

Diferentemente das células nTreg, as células Treg induzidas (iTreg) diferenciam-se a 

partir de linfócitos T CD4+ naïve após a exposição a sinais derivados de células tolerogênicas, 

drogas imunossupressoras, microbiota e pelo reconhecimento de antígenos expressos por 

células apresentadoras de antígenos na ausência de co-estímulos e citocinas pró-inflamatórias 

(BELKAID, 2007). As células iTregs desenvolvem-se em órgãos linfóides secundários, no 

tecido epitelial, no estroma tumoral, em tecidos cronicamente inflamados e enxertos 

(BILATE; LAFAILLE, 2012; CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009). Para a 

diferenciação de linfócitos T naïve em iTregs é necessário à sinalização via TCR, TGF-β, IL-

10 e sinais co-inibitórios via CTLA-4 e PD-1 os quais estão envolvidos com a expressão de 

Foxp3, via a ativação de STAT3 e NFAT (BILATE; LAFAILLE, 2012; FRANCISCO et al., 

2009; LIANG et al., 2005; JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009). Em humanos, a expressão 

de Foxp3 em células iTreg pode ser transitória (WALKER et al., 2003; FANTINI et al., 2004; 

MAILLOUX; YOUNG, 2010). Estas células migram em resposta a fatores quimiotáticos via 

sinalização por receptores diferentes daqueles relacionados à migração das células nTreg 

(YAMAZAKI et al., 2008).  

As células Tregs naturais e induzidas expressam diversos marcadores de superfície, 

como CD44, CD45RO, CD69, GITR, CD103, CD62L, CD73, CD39 além de moléculas co-

inibitórias, como ICOS, CTLA-4 e PD-1, galectinas, receptor de folato quatro e receptores de 

citocinas (BELKAID, 2007; FEUERER et al., 2009; YAMAGUCHI et al., 2007). E 

apresentam atividade supressora sobre diversos tipos celulares, como linfócitos efetores ou de 

memória, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e mastócitos (AZUMA et al., 2003; 

SHEVACH, 2009; TANG; BLUESTONE, 2008).  
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Embora o mecanismo exato de ação das células nTreg na supressão da resposta imune 

não seja completamente conhecido, alguns estudos in vitro demonstram que: a) necessitam da 

ativação via TCR para exercerem sua função supressora; b) a regulação exercida por elas é 

antígeno inespecífica; c) a supressão é dependente do contato célula-célula e independente de 

fatores solúveis; d) inibe a produção de IL-2 por células T CD4+ e CD8+; e) a supressão da 

proliferação de células T pode ser superada pela adição de IL-2 exógena ou pelo aumento da 

produção de IL-2 pelas células T estimuladas com anti-CD28; f) a função supressora da célula 

Treg pode ser temporariamente suprimida pela sinalização através de GITR na superfície da 

célula, e finalmente; g) células dendríticas ativadas podem inibir a função de células Treg in 

vitro (SHEVACH, 2002; NG et al., 2001; DIECKMANN et al., 2002; READ; POWRIE, 

2001; TAKAHASHI et al., 2000; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003).  

Sabe-se que a sua ação ocorre via contato célula-célula, como mencionado 

anteriormente, porém, os eventos bioquímicos envolvidos neste mecanismo ainda não foram 

plenamente elucidados. Acredita-se que o efeito sobre as células apresentadoras de antígenos 

(APCs) inclua a diminuição da expressão de MHC classe II, diminuição da expressão de B7, 

aumento da produção de IL-10 e diminuição da secreção de citocinas pró-inflamatórias. Sobre 

os linfócitos, especificamente, acredita-se que ocorra a diminuição de secreção de citocinas, 

aumento da expressão do receptor de TGF-β, redução da proliferação, indução de anergia, 

apoptose e conversão destas células em fenótipo regulador (iTreg) (SHEVACH, 2002). As 

nTreg também podem controlar a magnitude de memória de células T CD8+ em resposta a 

infecções virais e bacterianas, bem como transplantes in vivo, através da inibição da 

proliferação de células de memória (CHEN et al., 2005). 

O papel das citocinas em mediar os efeitos supressores das células nTreg é altamente 

controverso. Alguns estudos falharam em detectar a produção de IL-10 e TGF-β por células 
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Treg humanas, enquanto outros claramente demonstraram a secreção destas citocinas em 

resposta a uma variedade de estímulos (SHEVACH, 2002; NG et al., 2001; DIECKMANN et 

al., 2002; READ; POWRIE, 2001; TAKAHASHI et al., 2000; HORI; NOMURA; 

SAKAGUCHI, 2003; CHEN et al., 2005; ANNACKER et al., 2001; BRADEL et al., 2008; 

ZHANG et al., 2009; BYSTRY et al., 2001, CAVASSANI, et al., 2006; MOREIRA et al., 

2008; YURCHENKO et al., 2006; TAN et al., 2009; MILLS, 2004). Embora existam 

controvérsias quanto ao envolvimento de citocinas mediando à ação supressora das células 

Treg, in vitro, os mecanismos pelos quais estas células suprimem doença autoimune, in vivo, 

são mais complexos, e algumas citocinas supressoras IL-10 e TGF-β têm sido implicadas 

como tendo papel crucial neste processo (SHEVACH, 2002). Por exemplo, observou-se TGF-

β na superfície das células Treg, esta citocina ligada à superfície das células Treg mediaria sua 

função supressora dependente de contato (NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001). 

Entretanto, estes resultados precisam ser reanalisados, uma vez que a presença de TGF-β na 

membrana de células Treg humanas permanece controversa. Além disso, IL-35 é expressa 

constitutivamente por células Treg de camundongos e estudos sugerem que sua expressão 

contribui para a função supressora das células Treg de camundongos (VIGNALI; 

COLLISON; WORKMAN, 2008; BRADEL et al., 2008).  

Inúmeros trabalhos sugerem o envolvimento de células Treg no desenvolvimento e 

progressão de neoplasias (SMYTH et al., 2006; GHIRINGHELLI et al., 2005). Embora o 

exato mecanismo de ação das células Treg na supressão da resposta imune não seja 

conhecido, sua relação com a progressão tumoral foi claramente demonstrada (SMYTH et al., 

2006; GHIRINGHELLI et al., 2005). Vários estudos demonstraram que o aumento no número 

destas células em cânceres como de pâncreas, mama, pulmão e ovário se relaciona com uma 

menor sobrevivência dos pacientes. Por outro lado alguns autores correlacionam o aumento 
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de Treg no tecido tumoral a um favorável prognóstico para a doença (LIYANAGE et al., 

2002; WOO et al., 2002; SHEVACH, 2004; BADOUAL et al., 2006; SATO et al., 2005).  

A migração de células T reguladoras para tecidos periféricos é mediada por CCL1, 

CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), CCL5 (RANTES), CCL17 (TARC), CCL22 (MDC), 

CCL28 (MEC) via sinalização por receptores específicos (CCR4, CCR5, CCR6 , CCR7, 

CCR8, CCR1 e CXCR4) (IELLEM et al., 2001; WYSOCKI et al., 2005; YURCHENKO et 

al., 2006; KALLIKOURDIS et al., 2007; MOREIRA et al., 2008; KLEINEWIETFELD et al., 

2005; HIRAHARA et al., 2006; MENNING et al., 2007; EKSTEEN et al., 2006; WAN; 

FLAVELL, 2005). 

 A expressão específica de receptores de quimiocinas por células Treg favorece a 

migração dessas células tanto para órgãos linfóides como para tecidos periféricos. Em relação 

às doenças infecciosas, demonstrou-se que camundongos deficientes de CCR5 (CCR5KO) 

controlam a infecção por Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes e por 

Leishmania major (ALGOOD; FLYNN, 2004; ZHONG et al., 2004; YURCHENKO et al., 

2006). Em infecções fúngicas, foi demonstrado que camundongos CCR5KO controlam o 

crescimento e disseminação de Paracoccidioides brasiliensis, além de apresentarem menor 

acúmulo de células Treg no pulmão, sugerindo que CCR5 modula a migração e a função 

supressora das células Tregs (MOREIRA et al., 2008).  

Ainda em relação à migração de células Treg, um estudo recente demonstrou que a 

produção de CCL28 por células tumorais de câncer de ovário promoveu o recrutamento de 

células Treg dependente de CCR10 (FACCIABENE et al., 2011). Em pacientes com câncer 

de mama ou próstata, a produção de CCL22 pelas células tumorais promoveu o acúmulo de 

células Treg que expressavam de CCR4 (MILLER et al., 2006; GOBERT et al., 2009). Outros 
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estudos demonstraram que as células Treg encontradas no microambiente tumoral 

expressavam CCR5 (SCHLECKER, et al., 2012).  

CCR5 é expresso em células T naïve, de memória e efetoras, NKT, em monócitos, 

macrófagos e células dendríticas imaturas (SCHALL, 1991; SALLUSTO et al., 1999; 

APPAY; ROWLAND-JONES, 2001; MOTSINGER et al., 2002; THOMAS et al., 2003). As 

principais quimiocinas ligantes de CCR5 são: CCL3, CCL4 e CCL5, as quais estão presentes 

em grande quantidade em tecidos inflamados como no líquido sinovial em pacientes com 

artrite inflamatória ou no sistema nervoso central de camundongos com encefalomielite 

autoimune (CHOI; AN, 2011; LOETSCHER et al., 1998; WANG; LIU, 2003; BAGAEVA; 

WILLIAMS; SEGAL, 2003). Também constitui o correceptor necessário para a entrada do 

vírus HIV (vírus da imunodeficiência humana) nos linfócitos T CD4+ (DENG et al., 1996; 

DRAGIC et al., 1996). Além disso, CCR5 é expresso por fibroblastos, neurônios, células 

epiteliais e endoteliais (VAN DEVENTER, et al., 2005).  

Seus ligantes podem ser sintetizados por várias células do sistema imune, ou não, e 

sua produção, assim como a do próprio receptor é regulada por múltiplos estímulos pró-

inflamatórios (LAPTEVA; HUANG, 2010). O nível de expressão de CCR5 e de seus ligantes 

também é influenciado por variações genéticas, como polimorfismos que promovem sua 

retenção no interior das células ou redução da expressão de CCL5 (SAMSON et al., 1996; 

AN et al., 2002). A redução na expressão de CCR5 foi relacionada com efeitos benéficos para 

o hospedeiro, como a redução da rejeição de transplantes de rim ou de coração (GILLIAM; 

RIEDEL; REDFIELD, 2011). Por outro lado, apresentou efeitos prejudiciais relacionados ao 

desenvolvimento de doença autoimune, doença cardiovascular e esquizofrenia 

(RASMUSSEN et al., 2006). Além disso, este receptor tem apresentado um papel paradoxal 

no desenvolvimento de tumores. 
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Em câncer pancreático, de próstata, mama, fígado e de pulmão demonstrou-se que o 

bloqueio ou ausência de CCR5 controla o desenvolvimento do tumor sugerindo que a 

ausência deste receptor poderia limitar a migração de células Treg para tecidos inflamados  

(TAN et al., 2009; TAN et al., 2009; ZHANG, et al., 2010; ROBINSON et al., 2003; 

BARASHI et al., 2013; LEE et al., 2012). Além disso, outros estudos sugerem que a migração 

de tipos celulares específicos para o microambiente tumoral via CCR5 promove o 

desenvolvimento de metástases, indução de angiogênese e evasão da resposta imune (VAN 

DEVENTER et al., 2005; WU et al. 2008, AZENSHTEIN et al., 2002,  MELLADO et al., 

2001; ROBINSON et al., 2003). De modo contrário, camundongos CCR5KO apresentaram 

maior incidência de fibrossarcoma induzido quimicamente (GONZÁLEZ-MARTÍN et al., 

2011). Estudos mostraram que as células tumorais ativadas via CCR5 aumentam a atividade 

de p53, o que leva a inibição da progressão tumoral (MAÑES et al., 2003). No entanto, são 

escassosos os relatos sobre o papel de CCR5 na quimiotaxia de células Treg para o 

microambiente tumoral, particularmente em lesões de carcinoma espinocelular.  

Como mencionado anteriormente, evidências correlacionam CCR5 e seus ligantes 

com a biologia de tumores, embora haja certa controvérsia sobre o papel deste receptor na 

progressao tumoral. Estudos são necessários para apliar à compreensão de como os sinais 

mediados via CCR5 podem controlar o microambiente tumoral. Particularmente, estudos são 

necessários para determinar a correlação entre CCR5 e a migração de células Trege os 

mecanismos de escape tumoral. Enfatizando que muitos obstáculos ainda restam para traduzir 

este conhecimento em aplicação clínica para o tratamento de tumores.  

Neste sentido, várias terapias têm sido propostas objetivando inibir a ação supressora 

das células Treg e, consequentemente, melhorar o prognóstico do paciente com câncer. Em 

relação às terapias antitumorais, estudos demonstraram que a deleção das células Treg através 
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do tratamento com anti-CD25 resultou na redução da velocidade de crescimento tumoral em 

camundongos (ONIZUKA, et al., 1999; RAMOS, et al., 2012). A deleção de células Treg 

pelo bloqueio GITR e CTLA-4 também tem sido proposta (KO et al., 2005; SHIMIZU et al., 

2002; TURK et al., 2004; SUTMULLER et al., 2001). A partir disto, sugeriu-se que a 

eliminação das células Treg pode estar envolvida na proteção contra diversos tipos de tumores 

(SHIMIZU; YAMAZAKI; SAKAGUCHI, 1999).  

Como mencionado anteriormente, existem obstáculos quanto à aplicação clínica destas 

terapias, visto que, também resultam na inativação de células efetoras uma vez que, estes 

marcadores de superfície não são expressos apenas em células Treg. Além disso, estas 

modalidades de tratamento apresentam outro obstáculo quanto a sua utilização devido sua 

incapacidade de distinguir entre células Treg necessárias para a homeostasia corporal 

daquelas envolvidas nos processos patológicos tais como a evasão da resposta imune pelas 

células tumorais (TAN et al., 2009).  

Neste tópico, interferir com a migração de células Treg é um alvo de grande interesse 

para futuras terapias, uma vez que interferindo com a migração destas células poderia ocorrer 

uma efetiva diminuição nos mecanismos de escape tumoral. Sendo que as estratégias de 

inibição dos receptores de quimiocinas, e não a inibição de uma quimiocina específica 

representaria a estratégia mais apropriada, pois as quimiocinas apresentam certa redundância 

e promiscuidade na ligação com seus receptores. Desta forma, ao inibir um receptor de 

quimiocina, automaticamente a função de uma ou mais quimiocinas que se utilize de tal 

receptor seria prejudicada.  

Além disso, apesar dos avanços sobre a efetiva participação das células Treg na 

resposta imune contra tumores, ainda existem vários pontos que precisam ser esclarecidos. Os 

mecanismos que controlam a migração destas células para o microambiente tumoral ainda não 
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estão totalmente definidos. O esclarecimento dos mecanismos de migração de células Treg no 

contexto do câncer poderá fornecer novos alvos para o desenvolvimento de terapias mais 

específicas. Assim, é de extrema importância estabelecer qual é o papel de CCR5 na migração 

de células Treg em CEC induzido quimicamente e sua contribuição no controle do 

desenvolvimento tumoral, para que se possa desenvolver estratégias mais elaboradas de 

imunoterapia. 
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1. Objetivo Geral:  

 

Avaliar o envolvimento de CCR5 na migração de células T reguladoras e a sua 

correlação com o desenvolvimento de carcinoma espinocelular induzido quimicamente. 

 

 

2. Objetivos específicos: 

 

2.1. Avaliar o desenvolvimento e progressão de carcinoma espinocelular em 

camundongos geneticamente deficientes de CCR5; 

2.2. Determinar o fenótipo das células isoladas do microambiente tumoral e 

linfonodos; 

2.3. Analisar o papel de células T reguladoras CCR5+ durante o desenvolvimento de 

carcinoma espinocelular; 

2.4. Determinar o perfil de citocinas IL-10, IL-12, IL-17, TGF- β, IFN-γ, TNF-α e 

quimiocinas CCL4, CCL5, CCL17, CCL22 no microambiente tumoral. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 



 

	
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Material e Métodos 
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1. Reagentes 

Phorbol 12 myristate 13-acetate (PMA) (Sigma) (10 µg/ 100 µL de acetona) – agente 

promotor;  

7,12-dimetilbenz[a]ntraceno (DMBA) (Sigma, St. Louis, EUA) (125 µg/ 200 µL de 

acetona) – agente carcinogênico químico;  

Meio RPMI-1640 (Gibco®, Nova Iorque, NY, EUA) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB, Gibco) e 2 mM L-glutamina (Gibco) – utilizado na cultura de células 

tumorais;  

Meio RPMI-1640 suplementado com 20% de soro de coelho e 5% de albumina sérica 

bovina - utilizado para bloqueio de ligações inespecíficas;  

PBS+ BSA + EDTA (tampão PBS pH 7,2 suplementado com 0,5% de BSA e 2 mM 

de EDTA) – utilizado durante a purificação de linfócitos;  

Carboxyfluorescein-succinimydil-ester (CFSE, Molecular Probe, Invitrogen, 

Burlington, Canada) (5 µM ) - solução utilizada para marcação das células YAC-1;  

Iodeto de propídeo (PI, BD Biosciences) – marcador de morte celular;  

Kits de Elisa para citocinas IL-10, IL-12, IFN-γ, TNF-α, TGF-β (BD Bioscience, San 

Diego, CA, EUA), IL-17 (eBioscience San Diego, CA, EUA) e quimiocinas CCL4, CCL5, 

CCL17 e CCL22 (R&D Systems, Minneapolis, MN);  

PBS + Tween 20 (BD Bioscience) (0,05%) – solução utilizada para lavar as placas de 

Elisa.  

 

2. Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos C57BL/6 (WT) e geneticamente 

deficientes de CCR5 (CCR5KO), machos, de 6 a 8 semanas, provenientes do Biotério da 

Faculdade de Odontologia de Bauru e do Biotério Central do Campus USP da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, respectivamente. Os animais foram alocados individualmente, ao 

acaso, em gaiolas de polipropileno e mantidos em condições apropriadas, com livre acesso à 

água e a uma dieta padrão de laboratório. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. 



48  Material e Métodos 

	
  

3. Carcinogênese química 

A região dorsal dos camundongos foi submetida à assepsia com álcool 70% v/v e a 

tricotomia realizada com auxílio de lâminas de barbear Gillette aço inox. Após este 

procedimento, iniciou-se o protocolo de indução de carcinogênese química (adapatado de 

Moore et. al 1999) que compreende duas fases: iniciação e promoção (Figura 1). Durante a 

fase de iniciação, os camundongos receberam no dorso a aplicação tópica de uma dose de 

DMBA (125 µg/ 200 µL de acetona). Durante a fase de promoção, os camundongos 

receberam no dorso aplicações tópicas de PMA (10 µg/ 100 µL de acetona), 3 vezes por 

semana, durante 16 ou 35 semanas (Figura 2). Os camundongos CCR5KO submetidos à 

transferência adotiva de células T CD8+ foram avaliados apenas após 35 semanas de 

carcinogênese devido a indisponilidade de animais. O desenvolvimento do tumor foi 

acompanhado visualmente no transcorrer de todo o período experimental e as alterações 

morfológicas foram devidamente registradas. A análise da variação de peso foi realizada 

semanalmente em balança analítica digital (Radwag WTB 2000). A taxa de sobrevida foi 

obtida com a observação diária da sobrevivência dos camundongos submetidos à 

carcinogênese química.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ilustração do protocolo de indução de carcinogênese química. 
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4. Transferência de linfócitos T CD4+CD25+, CD4+CD25- e CD8+ 

A transferência celular adotiva foi realizada com o intuito de analisar o papel de 

células T CCR5+ no desenvolvimento de CEC. Com base no perfil de transferência celular 

adotiva os camundongos foram divididos em grupos (4 animais/ grupo), como segue: 

Grupo 1. Camundongos C57BL/6 que não foram submetidos à carcinogênese 

química (WTSham); 

Grupo 2. Camundongos C57BL/6 que foram submetidos à carcinogênese química 

(WTCEC); 

Grupo 3. Camundongos CCR5KO que não foram submetidos à carcinogênese 

química (CCR5Sham); 

Grupo 4. Camundongos CCR5KO que foram submetidos à carcinogênese 

química (CCR5CEC); 

Grupo 5. Camundongos CCR5KO que foram submetidos à carcinogênese 

química e à transferência adotiva de células T CD4+CD25+CCR5+ (CCR5CEC 

Treg); 

Grupo 6. Camundongos CCR5KO que foram submetidos à carcinogênese 

química e à transferência adotiva de células T CD4+CD25-CCR5+ (CCR5CEC 

CD4+);  

Grupo 7. Camundongos CCR5KO que foram submetidos à carcinogênese 

química e à transferência adotiva de células T CD8+CCR5+ (CCR5CEC CD8+). 

 

4.1. Purificação de linfócitos T CD4+CD25+, CD4+CD25- e CD8+ 

 Para a separação das subpopulações de células T CD4+ em CD4+CD25+ e CD4+CD25- 

foi utilizado o sistema de purificação por meio de microesferas magnéticas (MACS, Miltenyi 

Biotec, Bergisch Glaadbach, Germany) de acordo com as instruções sugeridas pelo fabricante. 

A purificação das células CD4+CD25+ e CD4+CD25- foi realizada em duas etapas. Na 

primeira etapa, células do baço de camundongos C57BL/6 que não foram submetidos à 

carcinogênese química foram incubadas com um coquetel de anticorpos monoclonais 
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conjugados a biotina (anti CD8, anti-CD11b, anti-CD45R, anti-CD49b e anti-Ter-119) e, em 

seguida, incubadas com microesferas contendo anticorpos anti-biotina. Após esse 

procedimento, as células CD4+ foram excluídas da suspensão celular pela exposição da 

coluna MACS apropriada a um campo magnético fornecido pelo equipamento VarioMACS 

(Miltenyi Biotec). Na segunda etapa, as células T CD4+ foram marcadas com microesferas 

contendo anticorpos anti-CD25 e selecionadas positivamente, após passagem pela coluna 

MACS apropriada. As células T CD4+CD25+ ficaram retidas na coluna e após a remoção da 

coluna do campo magnético foram eluídas com PBS + EDTA. Para a alta pureza, a seleção 

positiva da fração de células foi realizada duas vezes consecutivas e confirmada através de 

análise por citometria de fluxo. Desta forma, as populações celulares de interesse foram 

obtidas: de células T CD4+CD25+ (Treg CCR5+) e CD4+CD25- (T CD4conv CCR5+). 

Para a separação da população de células T CD8+ foi utilizado o sistema de 

purificação por meio de microesferas magnéticas (Mouse CD8 Cell Enrichment Set-DM 

IMag, BD) de acordo com as instruções sugeridas pelo fabricante. A purificação das células 

CD8+ foi realizada em uma única etapa, assim, células do baço de camundongos C57BL/6 

que não foram submetidos à carcinogênese química foram incubadas com um coquetel de 

anticorpos monoclonais conjugados a biotina (anti-CD4, anti-CD11b, anti-CD45R, anti-

CD49b e anti-Ter-119) e, em seguida, incubadas com partículas de estreptavidina magnéticas. 

Após esse procedimento, as células T CD8+ foram coletadas da suspensão celular pela 

exposição do tubo contendo células a um campo magnético fornecido pelo equipamento 

magneto (BD Imagnet). Para a alta pureza, a seleção da fração de células foi realizada duas 

vezes consecutivas e confirmada através de análise por citometria de fluxo. Desta forma, a 

população celular de interesse foi obtida: células T CD8+ CCR5+. 

 

4.2. Transferência Celular Adotiva 

 Para o ensaio de transferência célular, na quinta semana após o início do protocolo de 

carcinogênese química, os animais CCR5KO, foram anestesiados e, receberam por via 

endovenosa caudal, um volume de 100 µL da suspensão celular contendo 2x105 células T 

CD4+CD25+, CD4+CD25- ou CD8+ isoladas conforme descrito anteriormente. 
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5. Eutanásia e coleta de tecidos tumorais  

	
  Os animais foram submetidos à eutanásia na 16ª ou 35ª semana após o início da 

aplicação do carcinógeno. As lesões foram coletadas e armazenadas em RPMI a 4ºC e, em 

seguida, encaminhadas para o laboratório de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de 

Odontologia de Bauru (FOB) USP. No laboratório, este material foi dividido em duas partes: 

o primeiro fragmento foi destinado à analíse histopatológica e o segundo à separação de 

leucócitos da lesão.  

 

6. Análise histopatológica  

Para a análise histopatológica, as amostra de tecido foram fixadas em solução de 

formalina a 10% em temperatura ambiente. O passo seguinte foi a desidratação gradativa em 

álcool, seguida de xilol e inclusão em parafina. Cortes seriados com espessura de 5µm foram 

obtidos através de um micrótomo, montados em lâminas, e corados com hematoxilina e 

eosina. A análise histopatológica foi realizada através da análise de cortes seriados em 

microscopia ótica, visando basicamente a análise da presença e da localização de células 

inflamatórias no microambiente tumoral, assim como as características histológicas do tecido 

tumoral.  

 

7. Separação de leucócitos da lesão 

Para caracterização dos leucócitos presentes no microambiente tumoral, amostras de 

tecido foram coletadas, fragmentadas e incubadas por 40 minutos a 37°C com meio RPMI 

contendo 500 µg/ mL de liberase. Após este procedimento, o sobrenadante foi coletado e 

armazenado a -20ºC para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas e, o tecido foi 

processado em presença de tampão PBS + BSA + EDTA usando Medimachine (BD 

Bioscience), por 4 minutos. As células foram colhidas, lavadas e a viabilidade celular 

determinada por exclusão do azul de Trypan. 

 

8. Anticorpos  
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Foram utilizados anticorpos monoclonais purificados ou conjugados à ficoeritrina 

(PE), isotiocianato de fluoresceína (FITC), proteína clorofilaperidinina (PerCP) ou 

aloficocianina (APC) (BD Bioscience) para os ensaios de fenotipagem por citometria de 

fluxo (Tabela 1). Os anticorpos purificados foram conjugados a anticorpos secundários 

conjugados aos fluorocromos Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 647 (Invitrogen) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos ensaios de Fenotipagem 

Molécula-alvo Fluorocromo Clone Fabricante 
CD3 PE 145-2C11 

BD Bioscience 
 

CD4 PercP RM4-5 
CD8 FITC/APC 53-6.7/53-6.7 

CD11b PE M1/70 
CD11c FITC HL3 
CD14 FITC rmC5-3 
CD19 FITC 1D3 
CD25 PE PC61 
CD28 PE 3.751 

CD45RA PE 148 
CD45RB PE 16A 
CD62L PE MEL-14 
CD69 PE H1.2F3 
CD95 PE Jo2 
CD103 PE M290 
CD154 PE MR1 
CD178 PE MFL3 
LAG3 PE C9B7W 
CCR5 PE C34-3448 

CTLA-4 PE UC10-4F10-11 
PD-1 PE J43 

PD-L1 PE MIHI 
PD-L2 PE MIH18 
NK1.1 PE PK136 
GITR PE DTA-1 
DC PE 33D1 
Gr1 FITC RB6-8C5 

FoxP3 Alexa Fluor 488 MF23 
MIP-1β Purificado A65-2 

Perforina PE OMAK-D  
Granzima Purificado LUEE eBioscience 

F4/80 PE BM8  
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9. Citometria de fluxo  

A análise da expressão de marcadores de superfície foi realizada com o intuito de 

fenotipar a população de leucócitos, bem como as subpopulações de células T CD4+CD25+ 

isoladas do tecido tumoral e linfonodos dos animais de experimentação. As células (1x106 

células) foram lavadas e incubadas com o bloqueio de ligações inespecíficas por 60 minutos a 

4°C. Em seguida, acrescentou-se os anticorpos e as amostras foram incubadas por 1 hora a 

4°C. Após incubação com os anticorpos, as amostras foram lavadas duas vezes com RPMI 

incompleto, sendo centrifugadas a 460 x g por 10 minutos. 

Para a detecção de Foxp3, os leucócitos isolados foram ressuspensos em 100 µL de 

PBS e, primeiramente, marcados com anticorpos anti-moléculas de superfície, conjugados a 

PE, PerCP e APC, de acordo com o protocolo descrito acima. Após a incubação com os 

anticorpos, as células foram lavadas sucessivamente e permeabilizadas por 20 minutos em 

uma solução de permeabilização/fixação (Cytofix/Cytoperm, BD Bioscience) de acordo com 

as instruções do fabricante. As células permeabilizadas foram lavadas com uma solução 

“Perm/Wash” (BD Bioscience) e, então incubadas com anticorpo específico anti-Foxp3 

conjugado a Alexa 488 na diluição 1:100 por 40 minutos à 40C, sendo posteriormente lavadas 

com a solução de “Perm/Wash” e, em seguida, analisadas por citometria de fluxo. 

As amostras foram adquiridas em FACS Callibur™ (BD Immunocytometry Systems, 

Franklin Lakes, NJ). As análises foram realizadas utilizando o programa CELLQuest™ (BD 

Immunocytometry Systems) o qual permite analisar todas as células adquiridas ou apenas 

determinadas populações, individualizadas por janelas (ou “gates”) selecionadas de acordo 

com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescência (FL). 

 

10. Purificação de células natural killer (NK) 

Para a separação da população de células natural killer (NK) foi utilizado o sistema de 

purificação por meio de microesferas magnéticas (Mouse NK CellEnrichment Set-DM BD 

IMag, BD Bioscience) de acordo com as instruções sugeridas pelo fabricante. A purificação 

das células NK foi realizada em uma única etapa, assim, células do baço de camundongos 

C57BL/6 e CCR5KO submetidos ou não à carcinogênese química foram incubadas com um 

coquetel de anticorpos monoclonais conjugados a biotina (anti-CD4, anti-CD5, anti-CD8a, 
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anti-CD19, anti-CD24, anti-Gr-1 e anti-Ter-119) e, em seguida, incubadas com partículas 

magnéticas de estreptavidina. Após esse procedimento, as células NK foram coletadas da 

suspensão celular pela exposição do tubo contendo células a um campo magnético fornecido 

pelo equipamento magneto (BD Imagnet). Para a alta pureza, a seleção positiva da fração de 

células foi realizada duas vezes consecutivas. Desta forma, a população celular de interesse 

foi obtida: células NK. 

 

11. Cultura de linhagem de célula tumoral  

 A linhagem tumoral YAC-1 (linfoma murino) foi utilizada neste estudo como células 

alvo nos ensaios para avaliação da citotoxicidade de células NK. A linhagem foi mantida em 

meio RPMI completo. A manutenção da linhagem tumoral ocorreu a cada 48-72h, quando 

foram supridas com meio de cultura novo e as células repicadas sempre que necessário. Para a 

avaliação da citotoxicidade celular, as células alvo foram marcadas, previamente ao ensaio de 

citotoxicidade, com CFSE. As células (2,5 x 105) foram incubadas em PBS 5 µM de CFSE, 

por 10 minutos a 4°C, ao abrigo da luz. Após este passo, as células foram lavadas duas vezes 

(centrifugação por 5 minutos, 4°C, 250 g) com meio RPMI completo.  

 

12. Avaliação da citotoxicidade de células NK 

 A ação citotóxica das preparações de células efetoras ricas em células NK foi avaliada 

por citometria de fluxo utilizando-se a linhagem celular YAC-1 (linfoma murino) como célula 

alvo. Para a avaliação da citotoxicidade foram utilizadas células efetoras isoladas como 

descrito anteriormente (item 10).  

 As células alvo (A) marcadas com CFSE foram misturadas às células efetoras (E) nas 

proporções (E:A) de 10:1, 25:1 e 50:1 e incubadas por 4 horas a 37oC. Foram realizadas 

triplicatas das misturas E:A. O iodeto de propídeo (PI) foi adicionado à preparação ao término 

das 4 horas de incubação. Dez minutos após a adição do PI os tubos contendo as misturas de 

células alvo e células efetoras foram avaliados através da citometria de fluxo. As misturas de 

células efetoras e células alvo foram analisadas após o ajuste apropriado dos canais SSC/ 

FSC, permitindo localizar cada uma destas populações celulares, com aquisição de 30.000 

eventos. A citotoxicidade foi calculada segundo a fórmula: porcentagem de células mortas = 
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[(morte tubo teste – morte espontânea de células alvo) / (espontânea de células alvo)] x 100 

(modificação de MARCUSSON-STAHL; CEDERBRANT, 2003).  

 

13. Ensaio imunoenzimático (ELISA) para dosagem de citocinas e quimiocinas 

O perfil de citocinas e quimiocinas no microambiente tumoral foi determinado por 

ELISA (Opteia, BD Bioscience). Para tanto, placas de 96 poços foram recobertas com o 

respectivo anticorpo primário diluído em Coating Buffer e incubadas durante 18h em 

geladeira. Após o tempo de incubação, as placas foram lavadas com PBS + Tween (BD 

Bioscience) e bloqueadas durante 1 hora, em temperatura ambiente, com Assay diluent (BD 

Bioscience). As placas foram lavadas com PBS+Tween e incubadas com amostras do 

sobrenadante do tecido tumoral e quantidades conhecidas de recombinante durante 3 horas a 

37ºC. Após este período, as placas foram novamente lavadas e incubadas com anticorpo 

biotinilado e estreptavidina diluídas em Assay diluent por 2 horas em temperatura ambiente. 

As placas foram lavadas novamente e o substrato peróxido de hidrogênio e 

tetrametilbenzidina na proporção de 1:1 (BD Bioscience) foi adicionado conforme as 

instruções do fabricante. Após 30 minutos, a solução de paralisação da reação (ácido 

sulfúrico 4N) foi adicionada e a leitura foi realizada em espectrofotômetro ajustado para o 

comprimento de onda de 450nm (Bio-Rad, EUA). 

 

14. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) ou média ± 

desvio padrão (SD) dos resultados obtidos para cada grupo. A análise estatística foi realizada 

aplicando-se o teste adequado a cada ensaio com o auxílio do programa GraphPad Prism 5. 

Todos os valores foram considerados significativos quando P < 0,05.  
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1. Indução de carcinoma espinocelular 

Relatos da literatura têm demonstrado que o desenvolvimento tumoral está associado a 

alterações fisiopatológicas. Desta forma, avaliaram-se eventuais alterações fisiológicas e 

possíveis modificações na sobrevida de camundongos submetidos à carcinogênese química. 

Durante os períodos de 16 e 35 semanas não foram observados óbitos nem alterações de 

comportamento, alimentação e ciclo circadiano dos animais. 

 De modo relevante, os resultados de análise semanal do peso revelaram que os 

animais WTSham apresentaram média de peso significativamente maior em relação aos animais 

WTCEC nas primeiras semanas (até a 16a semana) (Figura 3A). De modo contrário, os animais 

CCR5Sham apresentaram média de peso significativamente mais baixa do que os animais 

CCR5CEC apenas na 17a e 19a semanas (Figura 3A). Além disso, os animais WTCEC 

apresentaram média de peso significativamente mais alta em relação aos animais CCR5CEC 

(Figura 3A). Esta diferença entre ambos os grupos se manteve, com pequenas variações de 

significância (Figura 3A).  

 Os animais CCR5CEC Treg apresentaram média de peso significativamente mais alta do 

que os animais CCR5CEC (1a a 18a, 20a e 26a semana) (Figura 3B). Os animais do grupo 

CCR5CEC CD4+ também apresentaram média de peso significativamente maior que os animais 

CCR5CEC na 1a a 20ª, 22a a 26a e 28a a 30a semanas (Figura 3B). No entanto, apenas na 19a 

semana foi constatada média de peso significativamente diferente entre os animais CCR5CEC 

Treg e CCR5CEC CD4+ (Figura 3B). 

 Em relação aos animais CCR5CEC CD8+, verificou-se que estes apresentaram peso 

médio significativamente maior que os animais CCR5CEC no transcorrer de quase todo o 

período experimental, exceto na 19a, 21a a 24a e 31a semana (Figura 3C). 
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Figura 3: Análise do peso. O peso de animais CCR5 KO e WT foi registrado durante 35 
semanas. (A-C) Os gráficos representam a média ± SEM do peso registrado semanalmente 
para cada animal analisado individualmente. Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P < 0,05. 
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2. Análise macroscópica do desenvolvimento de tumores 

O desenvolvimento de papilomas foi acompanhado visualmente no transcorrer de todo 

o período experimental. Os resultados revelaram que 100% dos animais WTCEC apresentaram 

papilomas na 20ª semana. De modo contrário, apenas 33,33% dos animais CCR5CEC 

apresentaram papilomas na 20ª semana de carcinogênese química (Figura 4A). Os resultados 

revelaram ainda que o desenvolvimento de papilomas em 100% dos animais CCR5CEC só foi 

constatado a partir da 33a semana de carcinogênese química (Figura 4). Em relação aos 

animais que receberam a transferência celular adotiva, os resultados evidenciaram que 100% 

dos animais CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ apresentaram lesões na 16ª e 17a semana de 

carcinogênese química, respectivamente, assemelhando-se ao observado para os animais do 

grupo controle (WTCEC) (Figura 4A-B). De modo contrário, 100% dos animais CCR5CEC CD8+ 

apresentaram papilomas em fase precoce, na 10ª semana (Figura 4C). A análise do número de 

papilomas revelou que os animais WTCEC apresentaram número significativamente maior de 

papilomas em relação aos animais CCR5CEC a partir da 18ª semana (Figura 5A). Além disso, 

animais CCR5CEC CD4+ apresentaram número significativamente maior de lesões a partir da 14ª 

semana, quando comparado com os animais do grupo CCR5CEC (Figura 5B). Embora os 

animais CCR5CEC Treg tenham apresentado um número de lesões relativamente maior que os 

animais CCR5CEC, esta diferença só foi significativa na 21a, 25a, 26a e 35a semana (Figura 

5B). De modo semelhante aos animais CCR5CEC CD4+, os animais CCR5CEC CD8+ também 

apresentaram número significativamente maior de papilomas a partir da 14a semana, em 

relação aos animais CCR5CEC, contudo, esta diferença se manteve significativa somente até a 

32a semana (Figura 5C).   

A avaliação macroscópica demonstrou o desenvolvimento de numerosas lesões ora com 

aspecto papilomatoso (CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+), ora com aspecto de carcinoma 

verrucoso (WTCEC e CCR5CEC), com ulceração central (CCR5CEC Treg) ou uma associação de 

lesões com diferentes padrões macroscópicos, resultantes de intensa proliferação do epitélio 

escamoso estratificado no local, ao término da 35a semana de carcinogênese química. 
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Figura 4: Incidência de papilomas. (A-C) Os gráficos representam a incidência de 
papilomas detectada semanalmente no dorso dos animais WT e CCR5 KO após 35 semanas 
de carcinogênese química. Dados representativos de três experimentos independentes.
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Figura 5: Análise do desenvolvimento de papilomas. (A-C) Os gráficos representam a 
média ± SEM do número de papilomas detectados semanalmente no dorso dos animais WT e 
CCR5 KO após 35 semanas de carcinogênese química. Dados representativos de três 
experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05.
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3. Análise histopatológica 

As amostras de pele de animais submetidos ou não à carcinogênese química foram 

coletadas e analisadas microscopicamente (Figuras 6-7). A presença de características de 

malignidade nas amostras foi determinada de acordo com os seguintes parâmetros: grau de 

queratinização, pleomorfismo celular e nuclear, presença de disqueratose, pérolas de 

queratina, perda da coesão celular típica, hipercromatismo nuclear e presença de mitoses 

atípicas (Figuras 6-7).  

 

3.1. Análise histopatológica após 16 semanas de carcinogênese química 

 A análise histopatológica das amostras de pele de animais do grupo controle (WTSham 

e CCR5Sham) revelou a presença de epitélio escamoso estratificado apresentando poucas 

camadas de células e presença dos anexos cutâneos (pelos e glândulas sebáceas) no tecido 

conjuntivo subjacente (Figuras 6A-B, E-F e 7A-B, E-F). Na 16ª semana, a amostra de tecido 

de animais WTCEC revelou hiperplasia epitelial com formação de projeções bulbosas, 

intercaladas por tecido conjuntivo fibroso apresentando discreto infiltrado inflamatório 

(Figura 6C-D). Observou-se área de moderada displasia epitelial caracterizada pela perda da 

estratificação, presença de células pleomórficas, com núcleos hipercromáticos e preservação 

da integridade da membrana basal subjacente ao epitélio (Figura 6C-D). Já a análise 

microscópica das amostras de tecido de animais CCR5CEC e CCR5CEC CD4+ revelou hiperplasia 

epitelial com formação de projeções digitiformes, com áreas centrais de tecido conjuntivo 

fibroso apresentando discreto infiltrado inflamatório (Figura 6G-H, K-L). Observou-se 

exocitose por polimorfonucleares e características displásicas (leves) restritas as camadas 

basal e parabasal e preservação da integridade da membrana basal subjacente (Figura 6G-H, 

K-L). A análise microscópica da amostra de tecido de animais CCR5CEC Treg revelou 

hiperplasia epitelial com formação de projeções digitiformes, menos proeminente que a 

observada em animais CCR5CEC e CCR5CEC CD4+, e exocitose por polimorfonucleares, além de 

discreto infiltrado inflamatório no tecido conjuntivo fibroso subjacente (Figura 6I-J). Contudo 

não foram observados sinais de displasia epitelial (Figura 6I-J). 
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Figura 6. Fotomicrografias de amostras de tecido após 16 semanas de carcinogênese 
química. As amostras de pele de animais controle WTSham (A-B), WTCEC (C-D), CCR5Sham 

(E-F), CCR5CEC (G-H), CCR5CEC Treg (I-J) e CCR5CEC CD4+ (K-L) foram coletadas, processadas 
e coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Aumento de 5x (A, C,E, G, I e K); aumento de 
40x (B, D, F, H, J e L). 
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3.2. Análise histopatológica após 35 semanas de carcinogênese química 

 Após 35 semanas de carcinogênese química, a análise histopatológica das amostras de 

tecido de animais WTCEC revelou o desenvolvimento de carcinoma espinocelular bem 

diferenciado, caracterizado por cristas epiteliais largas e alongadas, com abundante produção 

de paraqueratina entre as projeções superficiais (Figura 7). Observou-se intensa displasia 

epitelial envolvendo toda a espessura do epitélio e áreas de perda de integridade da membrana 

basal além de discreto infiltrado inflamatório no tecido conjuntivo subjacente (Figura 7C-D). 

Em amostras do grupo CCR5CEC observou-se displasia epitelial envolvendo toda a espessura 

do epitélio, sem ruptura da membrana basal, caracterizando o desenvolvimento de CEC in situ 

(Figura 7G-H). 

 A análise histopatológica das lesões provenientes de animais CCR5CEC Treg revelou a 

presença CEC indiferenciado caracterizado pela presença de disqueratose, intenso 

pleomorfismo celular e nuclear e ausência de produção de queratina (Figura 7I-J). Em 

amostras provenientes de animais CCR5CEC CD4+ observou-se a presença de lesão de CEC 

moderadamente diferenciado, com características intermediárias entre CCR5CEC e CCR5CEC 

Treg que se caracterizaram pela presença de cristas epiteliais alongadas com área de intensa 

displasia epitelial e formação de numerosos tampões de paraqueratina (Figura 7K-L). Nas 

amostras de animais CCR5CEC CD8+ observou-se o desenvolvimento de lesão papilomatosa 

apresentando hiperplasia epitelial e características de leve displasia epitelial (confinada às 

camadas basal e parabasal) além de moderado infiltrado inflamatório do tecido conjuntivo 

subjacente (Figura 7M-N). 
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Figura 7. Fotomicrografias de amostras de tecido após 35 semanas de carcinogênese 
química. As amostras de pele de animais controle WTSham (A-B), WTCEC (C-D), CCR5Sham 

(E-F), CCR5CEC (G-H), CCR5CEC Treg (I-J), CCR5CEC CD4+ (K-L) e CCR5CEC CD8+ (M-N) foram 
coletadas, processadas e coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Aumento de 5x (A, C,E, 
G, I, K e M); aumento de 40x (B, D, F, H, J, L e N). 
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4. Fenotipagem do infiltrado inflamatório isolado do microambiente tumoral  

 Para determinar o padrão celular presente no microambiente tumoral, leucócitos foram 

isolados das lesões de camundongos submetidos à carcinogênese química e da pele de 

animais do grupo controle (Sham). A análise foi realizada nas populações celulares com base 

em características de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) e, permitiu determinar o número 

absoluto de células isoladas das amostras (Figuras 8-10).  

 Após 16 semanas de carcinogênese química, os dados demonstraram que animas 

WTCEC (18,7 ± 7,21 x 105) apresentaram maior número de leucócitos isolados das amostras, 

quando comparado com o grupo controle (WTSham) (6,2 ± 1,44 x 105) (Figura 8). Animais do 

grupo CCR5CEC (23,7 ± 7,20 x 105) apresentaram número de leucócitos isolados das lesões 

significativamente maior que animais CCR5Sham (3,7 ± 1,33 x 105), CCR5CEC Treg (6,2 ± 1,44 x 

104) e CCR5CEC CD4+ (6,2 ± 4,33 x 104) (Figura 8). No entanto, os animais WTCEC (18,7 ± 7,21 

x 105) e CCR5CEC (23,7 ± 7,20 x 105) apresentaram número similar de leucócitos isolados de 

lesões (Figura 8).  

 Após 35 semanas de carcinogênese química, os resultados demonstraram diferenças 

significativas em relação ao número de leucócitos isolados das amostras de animais dos 

grupos WTCEC (12,5 ± 8,0 x 104) e WTSham (5,0 ± 0,75 x 104) (Figura 8). Enquanto animais 

CCR5CEC (54,0 ± 28,75 x 105) apresentaram número de leucócitos significativamente maior 

quando comparado com os grupos CCR5Sham (0,1 ± 0,05 x 105) e CCR5CEC CD4+ (13,1 ± 2,21 x 

105) (Figura 8). De modo relevante, número elevado de leucócitos foi isolado de amostras de 

animais dos grupos CCR5CEC Treg (20,6 ± 3,95 x 105) e CCR5CEC CD8+ (49,1 ± 27,42 x 105) 

quando comparado ao grupo CCR5Sham (0,1 ± 0,05 x 105) (Figura 8). Ademais, os resultados 

evidenciaram número de leucócitos significativamente maior nas lesões de animais CCR5CEC 

(54,0 ± 28,75 x 105) em comparação com animais WTCEC (12,5 ± 8,0 x 104) (Figura 8). 
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Figura 8. Análise de leucócitos no microambiente tumoral. Amostras de lesão e pele 
obtidas de camundongos WTSham, WTCEC, CCR5Sham, CCR5CEC, CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+, 
CCR5CEC CD8+ foram submetidas à digestão enzimática, e os leucócitos isolados e analisados 
por citometria de fluxo. As colunas representam a média ± SD do número de leucócitos totais 
isolados das lesões. Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados 
foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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4.1. Análise de macrófagos, células mielóides e dendríticas após 16 semanas de 

carcinogênese química 

 A população de macrófagos, células mielóides e células dendríticas foi analisada nas 

amostras de pele e lesão por citometria de fluxo, através da análise da expressão dos 

marcadores de superfície F4/80, Gr1, CD11b, DC e CD11c. 

Os resultados demonstraram aumento significativo no número de macrófagos (F4/80+) 

isolados das lesões de animais WTCEC (82,7 ± 26,74 x 104) em comparação com o grupo 

controle (WTsham) (7,8 ± 8,23 x 104) (Figura 9B). De modo semelhante, em lesões de animais 

CCR5CEC (65,8 ± 24,4 x 104), CCR5CEC Treg (44,4 ± 3,00 x 104) e CCR5CEC CD4+ (31,6 ± 1,11 x 

104) observou-se aumento significativo no número de macrófagos em comparação com o 

grupo controle (CCR5Sham) (0,42 ± 0,20 x 104) (Figura 9B). No entanto, não houve diferença 

significativa em relação ao número de macrófagos isolados das lesões de animais WTCEC 

(82,7 ± 26,74 x 104) e CCR5CEC (65,8 ± 24,4 x 104) (Figura 9B).  

 A análise de células mielóides (Gr1+CD11b+) que correspondem a precursores de 

macrófagos, células dendríticas e granulócitos com capacidade de suprimir a resposta imune 

antitumoral (PERANZONI et al., 2010; BAYNE et al., 2012), não demonstrou diferenças 

significativas em relação ao número de células isoladas das lesões de animais WTCEC (26,0 ± 

11,0 x 104) e WTSham (8,3 ± 1,71 x 104) (Figura 9D). De modo contrário, detectou-se 

diferenças significativas no número destas células isoladas das amostras do grupo CCR5CEC 

(96,5 ± 6,68 x 104) em relação ao grupo controle CCR5Sham (9,8 ± 0,50 x 104) (Figura 9D). 

Ademais, animais CCR5CEC (96,5 ± 6,68 x 104) apresentaram maior número de células 

mielóides isoladas das lesões quando comparado aos grupos WTCEC (26,0 ± 11,0 x 104), 

CCR5CEC Treg (10,2 ± 0,70 x 104) e CCR5CEC CD4+ (32,5 ± 6,66 x 104) (Figura 9D).  

 Em relação ao número de células dendríticas, os resultados evidenciaram menor 

número (P < 0,05) destas células isoladas das amostras do grupo controle WTSham (6,88 ± 

0,50) quando comparado ao grupo WTCEC (38,57 ± 0,65 x 104) (Figura 9F). De modo 

semelhante, animais do grupo CCR5Sham (9,1 ± 0,15 x 104) apresentaram número 

significativamente menor de células dendríticas isoladas das amostras quando comparado ao 

grupo CCR5CEC (76,4 ± 4,65 x 104) (Figura 9F). Ademais, animais CCR5CEC (76,4 ± 4,65 x 

104) apresentaram número significativamente maior de células dendríticas isoladas das lesões 

quando comparado aos grupos WTCEC (38,57 ± 0,65 x 104), CCR5CEC Treg (19,9 ± 1,14 x 104) e 

CCR5CEC CD4+ (31,8 ± 1,01 x 104) (Figura 9F). 
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4.2. Análise de macrófagos, células mielóides e dendríticas após 35 semanas de 

carcinogênese química 

 Os resultados demonstraram aumento significativo no número de macrófagos isolados 

de amostras de animais WTCEC (74,5 ± 9,76 x 104) em comparação com o grupo controle 

(WTsham) (4,0 ± 3,80 x 104) (Figura 9C). De modo contrário, não se detectou diferença 

significativa em relação ao número de macrófagos nas amostras de animais CCR5CEC (51,7 ± 

13,77 x 104) e CCR5Sham (9,10 ± 0,20 x 104) (Figura 9C). Ao contrário dos animais CCR5CEC 

CD4+ (43,8 ± 13,11 x 104), os grupos CCR5CEC Treg (207,4 ± 49,65 x 104) e CCR5CEC CD8+ (123,7 

± 37,55 x 104) apresentaram aumento significativo no número de macrófagos quando 

comparado aos grupos CCR5Sham (9,2 ± 0,20 x 104) e CCR5CEC (51,7 ± 13,77 x 104) (Figura 

9C). No entanto, não houve diferença significativa no número de macrófagos isolados das 

lesões de animais CCR5CEC (51,7 ± 13,77 x 104) e WTCEC (74,5 ± 9,76 x 104) (Figura 9C).  

 A análise de células mielóides não demonstrou diferenças significativas em relação ao 

número de células isoladas das lesões de animais WTCEC (51,7 ± 2,93 x 104) e CCR5CEC(55,8 

± 6,01 x 104) em relação aos respectivos controles [WTSham (6,5 ± 3,81 x 104) e CCR5Sham 

(9,43 ± 0,49 x 104)] (Figura 9E). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (14,9 ± 1,53 x 104), 

observou-se número significativamente maior de células Gr1+CD11b+ isoladas de amostras 

dos grupos CCR5CEC Treg (223,3 ± 47,69 x 104) e CCR5CEC CD8+ (106,1± 26,30 x 104), quando 

comparado aos grupos CCR5Sham (9,43 ± 0,49 x 104) e CCR5CEC (55,8 ± 6,01 x 104) (Figura 

9E). Ademais, um número similar de células mielóides foi detectado nas lesões de animais 

WTCEC (51,7 ± 2,93 x 104) e CCR5CEC (55,8 ± 6,01 x 104) (Figura 9E).  

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

células dendríticas isoladas das amostras de animais WTCEC (44,9 ± 1,43 x 104) e WTSham (5,2 

± 2,36 x 104) (Figura 9G). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em 

relação ao número de células dendríticas nos grupos CCR5CEC (42,2 ± 3,65 x 104) e controle 

(CCR5Sham) (9,1 ± 0,17 x 104) (Figura 9G). Menor número de células dendríticas foi detectado 

em amostras dos grupos CCR5Sham (9,1 ± 0,17 x 104) e CCR5CEC (42,2 ± 3,65 x 104) quando 

comparado aos animais do grupo CCR5CEC Treg (156,8 ± 41,74 x 104) e CCR5CEC CD8+ (108,7 ± 

48,92 x 104) (Figura 9G). Contudo, o número de células dendríticas isolado das lesões foi 

semelhante entre os grupos WTCEC (44,9 ± 1,43 x 104), CCR5CEC (42,2 ± 3,65 x 104) e 

CCR5CEC CD4+ (43,8 ± 13,11 x 104) (Figura 9G). 
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Figura 9. Análise de macrófagos, células mielóides e dendríticas no microambiente 
tumoral. (A) A análise das populações foi realizada dentro de regiões específicas (R2) 
delimitada pelos parâmetros de FSC (tamanho) e SSC (granularidade). As colunas 
representam a média ± SD do número de macrófagos (B-C), células mielóides (D-E) e células 
dendríticas (F-G). Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados 
foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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4.3. Análise de linfócitos após 16 semanas de carcinogênese química 

 A fenotipagem das populações de linfócitos demonstrou que animais WTCEC (18,1 ± 

0,38 x 104) apresentaram número significativamente maior de células T CD3+CD4+ do que 

animais WTSham (2,8 ± 0,81 x 104) (Figura 10B). De modo semelhante, animais CCR5CEC 

(11,4 ± 1,53 x 104) apresentaram maior número de linfócitos T CD3+CD4+ quando comparado 

aos grupos CCR5Sham (0,9 ± 0,54 x 104), CCR5CEC Treg (2,1 ± 0,17 x 104) e CCR5CEC CD4+ (1,6 

± 0,10 x 104) (Figura 10B). Embora animais do grupo WTCEC (18,1 ± 0,38 x 104) tenham 

apresentado maior número de linfócitos T CD3+CD4+ quando comparado com animais do 

grupo CCR5CEC (11,4 ± 1,53 x 104), esta diferença não foi significativa (Figura 10B). 

 Em relação à população de linfócitos T CD8+, os resultados evidenciaram que animais 

do grupo WTCEC apresentaram número significativamente maior de células T CD3+CD8+ 

(18,4± 1,48 x 104) quando comparado a animais do grupo controle (WTSham) (4,2 ± 0,42x 104) 

(Figura 10D). De modo semelhante, animais CCR5CEC apresentaram maior número de 

linfócitos T CD8+ (8,9 ± 2,68 x 104) em comparação com animais do grupo CCR5Sham (2,2 ± 

0,20 x 104), porém esta diferença não foi significativa (Figura 10D). Ademais, os animais 

CCR5CEC Treg (2,3 ± 0,06 x 104) e CCR5CEC CD4+ (3,6 ± 0,07 x 104) apresentaram número de 

linfócitos T CD3+CD8+ similar ao detectado no grupo CCR5Sham (2,2 ± 0,20 x 104) (Figura 

10D). Embora sem significância, os resultados evidenciaram que animais do grupo WTCEC 

(18,4± 1,48 x 104) apresentaram maior número de linfócitos T CD3+CD8+ isolados das lesões 

quando comparado com animais CCR5CEC (8,9 ± 2,68 x 104) (Figura 10D). 

 Em relação aos linfócitos B (CD19+), os dados demonstraram que animais WTCEC 

(35,6 ± 3,65 x 104) apresentaram número significativamente maior número de linfócitos B em 

comparação com animais WTSham (1,7 ± 0,99 x 104) (Figura 10F). De modo semelhante, 

animais CCR5CEC (34,4± 9,76 x 104) apresentaram número de linfócitos B significativamente 

maior em comparação com animais CCR5Sham (1,0 ± 0,03 x 104) (Figura 10F). Embora os 

animais CCR5CEC Treg (6,2 ± 0,24 x 104) e CCR5CEC CD4+ (9,6 ± 0,06 x 104) tenham 

apresentado menor número de linfócitos B do que animais CCR5CEC (34,4 ± 9,76 x 104), esta 

diferença não foi significativa (Figura 10F). Ademais, detectou-se número similar de 

linfócitos B nas lesões de animais WTCEC (35,6 ± 3,65 x 104) e CCR5CEC (34,4 ± 9,76 x 104) 

(Figura 10F). 

 



Resultados  79 

	
  

4.4. Análise de linfócitos após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 
linfócitos T CD3+CD4+ isolados das amostras de animais WTCEC (12,3 ± 3,36 x 104) e WTSham 

(2,3 ± 1,14 x 104) (Figura 10C). De modo contrário, animais CCR5CEC (41,8 ± 0,32 x 104) 
apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD3+CD4+ em comparação 
com animais CCR5Sham (1,4 ± 0,29 x 104) (Figura 10C). Os animais CCR5CEC Treg (37,1 ± 
17,58 x 104), CCR5CEC CD4+ (38,0 ± 3,30x 104) e CCR5CEC CD8+ (21,5 ± 6,09 x 104) também 
apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD3+CD4+ em comparação 
com animais CCR5Sham (1,4 ± 0,29 x 104) (Figura 10C). No entanto, não foram observadas 
diferenças significativas quanto ao número de linfócitos T CD3+CD4+ isolados de lesões de 
animais deficientes de CCR5 submetidos à carcinogênese química (Figura 10C). Os animais 
CCR5CEC (41,8 ± 0,32 x 104) também apresentaram número significativamente maior de 
linfócitos T CD3+CD4+ em relação ao grupo WTCEC (12,3 ± 3,36 x 104) (Figura 10C).  

 Animais WTCEC (18,1 ± 1,90 x 104) apresentaram número significativamente maior de 
células T CD3+CD8+ quando comparado com animais do grupo controle (WTSham) (3,0 ± 1,16 
x 104) (Figura 10E). De modo semelhante, animais CCR5CEC apresentaram maior número de 
linfócitos T CD8+ (8,9 ± 0,22 x 104) em comparação com animais CCR5Sham (2,1 ± 0,11 x 
104), no entanto, esta diferença não foi significativa (Figura 10E). Ao contrário dos animais 
CCR5CEC CD4+ (5,4 ± 2,92 x 104), animais dos grupos CCR5CEC Treg (25,6 ± 3,08 x 104) e 
CCR5CEC CD8+ (19,6 ± 6,78 x 104) apresentaram número de células T CD3+CD8+ 

significativamente maior ao detectado nas amostras do grupo CCR5Sham (2,1 ± 0,11 x 104) 
(Figura 10E). Ademais, os animais CCR5CEC (8,9 ± 0,22 x 104) apresentaram número de 
linfócitos T CD3+CD8+ significativamente menor quando comparado com os grupos WTCEC 

(18,1 ± 1,90 x 104) e CCR5CEC Treg (25,6 ± 3,08 x 104) (Figura 10E). 

 Animais WTCEC e WTSham apresentaram baixo número de linfócitos B (6,1 ± 4,38 x 
104) e (1,5 ± 1,38 x 104) isolados das amostras (Figura 10G). De modo contrário, número 
significativamente maior de linfócitos B foi isolado das amostras de animais CCR5CEC (22,6 ± 
8,94 x 104) quando comparado com animais CCR5Sham (1,0 ± 0,03x 104) (Figura 10G). Os 
resultados também mostraram número significativamente maior de células B nas lesões de 
animais CCR5CEC Treg (38,3 ± 17,57x 104) e CCR5CEC CD8+ (31,0 ± 3,73x 104) em comparação 
com animais do grupo controle (CCR5Sham) (1,0 ± 0,03x 104), no entanto, esta diferença não 
foi significativa quando comparada com os animais do grupo CCR5CEC (Figura 10G). Os 
resultados também evidenciaram um aumento significativo na proporção de linfócitos B nas 
lesões de animais CCR5CEC(22,6 ± 8,94 x 104) quando comparado com animais do grupo 
WTCEC (6,1 ± 4,38 x 104) (Figura 10G). 
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Figura 10. Análise de linfócitos no microambiente tumoral. (A) A análise das populações 
foi realizada dentro de regiões específicas (R1) delimitada pelos parâmetros de FSC 
(tamanho) e SSC (granularidade). As colunas representam a média ± SD do número de 
linfócitos CD3+CD4+ (A-B), linfócitos CD3+CD8+ (C-D) e linfócitos CD19+ (E-F). Dados 
representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste 
de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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5. Fenotipagem de linfócitos T no microambiente tumoral 

 Uma vez caracterizado o infiltrado inflamatório, avaliou-se, por citometria, o perfil de 

expressão de moléculas de superfície CD62L, CD25, CD45RB E CD152 e intracelulares 

MIP-1β e Foxp3 em linfócitos T CD4+ isolados das lesões de camundongos submetidos à 

carcinogênese química e da pele de animais do grupo controle (Sham) (Figuras 11 e 12).  

 

5.1. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ após 16 semanas de carcinogênese química 

 Em relação à expressão de CD62L, uma molécula relacionada à capacidade de 

migração de linfócitos, os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação 

ao número de linfócitos T CD4+CD62L+ isolados das lesões de animais WTCEC (3,2 ± 0,29 x 

104) e CCR5CEC (8,2 ± 0,66 x 104) quando comparado com os respectivos controles [WTsham 

(1,1 ± 0,13 x 104) e CCR5Sham (3,0 ± 2,19 x 104)](Figura 11A). De modo contrário, animais 

CCR5CEC apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4+CD62L+ (8,2 ± 

0,66 x 104) quando comparado com animais CCR5CEC Treg (1,1 ± 0,22 x 104) (Figura 11A). Os 

resultados evidenciaram que animais do grupo CCR5CEC (8,2 ± 0,66 x 104) apresentaram 

maior número de linfócitos T CD4+CD62L+ isolados das lesões quando comparado com o 

grupo WTCEC (3,2 ± 0,29 x 104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 11A). 

 Em relação ao número de células T CD4+CD25+, os dados evidenciaram número 

significativamente maior destes linfócitos em amostras do grupo WTCEC (5,4 ± 0,53 x 104) 

quando comparado ao grupo controle (WTSham) (0,5 ± 0,19 x 104) (Figura 11C). De modo 

semelhante, animais CCR5CEC (8,6 ± 0,93 x 104) e CCR5CEC CD4+ (5,3 ± 0,45 x 104) 

apresentaram maior número de linfócitos T CD4+CD25+quando comparado com animais do 

grupo CCR5Sham (0,3 ± 0,23 x 104) (Figura 11C). Ademais, animais CCR5CEC (8,6 ± 0,93 x 

104) apresentaram maior número de linfócitos T CD4+CD25+ em relação aos animais 

CCR5CEC Treg (0,5 ± 0,07 x 104) (Figura 11C). Os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas no número de linfócitos T CD4+CD25+ isolados das amostras de animais 

CCR5CEC e WTCEC. 

As células T CD4+CD45RB+ (memória) foram detectadas em proporções 

significativamente maiores nas lesões de animais WTCEC (9,8 ± 4,37 x 104) quando 

comparado aos animais WTSham (0,8 ± 0,06 x 104) (Figura 11E). De modo contrário, o número 

destas células foi similar em lesões de animais CCR5CEC (4,8 ± 0,42 x 104) em relação aos 
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grupos CCR5Sham (2,3 ± 0,40 x 104), CCR5CEC Treg (0,8 ± 0,07 x 104) e CCR5CEC CD4+ (2,7 ± 

0,11 x 104) (Figura 11E). Além disso, os resultados evidenciaram maior número de linfócitos 

T CD4+CD45RB+ nas lesões de animais WTCEC (9,8 ± 4,37 x 104) em comparação com o 

grupo CCR5CEC (4,8 ± 0,42 x 104), porém esta diferença não foi significativa (Figura 11E). 

 Baixo número de linfócitos T CD4+CD152+ foi detectado em amostras de animais 

WTCEC (3,2 ± 1,77 x 104) e WTSham (1,0 ± 0,03 x 104) (Figura 11G). Similar número de 

linfócitos T CD4+CD152+ foi detectado em amostras do grupo CCR5CEC (3,4 ± 1,46 x 104) 

quando comparado com o grupo controle (CCR5Sham) (0,4 ± 0,06 x 104) (Figura 11G). Os 

resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T 

CD4+CD152+ isolados das lesões de animais CCR5CEC Treg (0,9 ± 0,06 x 104) e CCR5CEC CD4+ 

(3,0 ± 0,11x 104) em relação aos grupos CCR5Sham (0,4 ± 0,06 x 104) e CCR5CEC (3,4 ± 1,46 x 

104) (Figura 11G). Ademais, número similar de células T CD4+CD152+ foi detectado nas 

amostras de animais WTCEC e CCR5CEC (Figura 11G). 

 A análise da expressão de CCL4 (MIP-1β) por linfócitos T CD4+ evidenciou maior 

número (P < 0,05) de células positivas para essa quimiocina em amostras de animais dos 

grupos WTCEC (7,4 ± 0,29 x 104) e CCR5CEC (8,6 ± 0,40 x 104) quando comparado com os 

respectivos controles [WTsham (0,2 ± 0,07x 104) e CCR5Sham (1,0 ± 0,11 x 104)] (Figura 12A). 

Animais CCR5CEC Treg (6,0 ± 0,07 x 104) e CCR5CEC CD4+ (7,1 ± 0,14 x 104) apresentaram 

maior número de células T CD4+CCL4+ quando comparado com animais do grupo controle 

(CCR5Sham) (1,0 ± 0,11 x 104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 12A). Os 

resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T 

CD4+CCL4+ isolados das lesões de animais WTCEC e CCR5CEC. 

 Em relação à expressão de Foxp3, observou-se que animais WTCEC (7,2 ± 1,52 x 104) 

apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4+ expressando este 

marcador quando comparado com animais WTSham (0,7 ± 0,16 x 104) (Figura 12C). Embora 

os animais CCR5CEC(2,9 ± 1,38 x 104) tenham apresentado maior número de linfócitos 

TCD4+Foxp3+ em relação ao grupo CCR5Sham (0,6 ± 0,25 x 104), esta diferença não foi 

significativa (Figura 12C). Animais CCR5CEC Treg (6,0 ± 0,07 x 104) e CCR5CEC CD4+ (7,1 ± 

0,14 x 104) apresentaram maior número de células T CD4+Foxp3+ quando comparado com 

animais CCR5CEC (2,9 ± 1,38 x 104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 12C). 

Ademais, animais WTCEC apresentaram maior número (P < 0,05) de células T CD4+Foxp3+ 

em relação aos animais CCR5CEC (Figura 12C). 
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5.2. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados não mostraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+CD62L+ nas lesões de animais WTCEC (3,9 ± 2,51 x 104) e CCR5CEC (4,2 ± 

2,16 x 104) quando comparado com os respectivos controles WTSham (3,4 ± 2,51 x 104) e 

CCR5Sham (2,2 ± 0,31 x 104) (Figura 11B). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (11,1 ± 

7,94 x 104) e CCR5CEC CD8+ (11,2 ± 2,60 x 104), observou-se número significativamente maior 

de células T CD4+CD62L+ nas lesões de animais CCR5CEC CD4+ (14,9 ± 8,71 x 104) em 

comparação com animais CCR5Sham (2,2 ± 0,31 x 104) e CCR5CEC (4,2 ± 2,16 x 104) (Figura 

11B). 

 Baixo número de linfócitos T CD4+CD25+ foi detectado nas amostras de animais dos 

grupos WTCEC (4,9 ± 0,49 x 104) e WTSham (1,9 ± 1,85 x 104) (Figura 11D). Resultados 

similares também foram observados entre animais CCR5Sham (2,2 ± 0,30 x 104) e CCR5CEC 

(4,3 ± 2,82 x 104) (Figura 11D). Ao contrário, dos animais CCR5CEC Treg (10,8 ± 5,31 x 104) e 

CCR5CEC CD8+ (6,1 ± 1,93 x 104), o grupo CCR5CEC CD4+ (21,4 ± 4,80 x 104) apresentou 

número significativamente maior de linfócitos T CD4+CD25+ quando comparado aos grupos 

CCR5Sham (2,2 ± 0,30 x 104) e CCR5CEC (4,3 ± 2,82x 104) (Figura 11D). Ademais, os 

resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T 

CD4+CD25+ isolados das lesões de animais WTCEC e CCR5CEC. 

 O número de linfócitos T CD4+CD45RB+ isolados das amostras de animais WTCEC 

(5,5 ± 0,32 x 104) foi similar ao encontrado em animais WTSham (5,6 ± 0,87 x 104) (Figura 

11F). De modo contrário, animais CCR5CEC (17,2 ± 4,49 x 104) apresentaram número 

significativamente maior de linfócitos T CD4+ expressando CD45RB em comparação com 

animais CCR5Sham (2,4 ± 0,56 x 104) (Figura 11F). Embora animais CCR5CEC Treg (12,8 ± 0,59 

x 104) e CCR5CEC CD4+ (12,0 ± 0,08 x 104) tenham apresentado alto número de células T 

CD4+CD45RB+, apenas os animais CCR5CEC CD8+ (17,5 ± 0,67 x 104) apresentaram aumento 

significativo destas células em relação aos animais CCR5Sham (2,4 ± 0,56 x 104) (Figura 11F). 

Os resultados evidenciaram maior número de linfócitos T CD4+CD45RB+ nos animais 

CCR5CEC em comparação com o grupo WTCEC, porém, esta diferença não foi significativa 

(Figura 11E). 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+CD152+ isolados das amostras de animais WTCEC (5,7 ± 1,14 x 104) e 
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CCR5CEC (11,9 ± 0,22 x 104) quando comparados com seus respectivos controles [WTSham 

(4,0 ± 1,15 x 104) e CCR5Sham (2,2 ± 0,25 x 104)] (Figura 11H). No entanto, observou-se que 

animais CCR5CEC CD4+ (22,7 ± 8,68 x 104) apresentaram número significativamente maior de 

linfócitos T CD4+CD152+ do que animais CCR5Sham (2,2 ± 0,25 x 104), porém esta diferença 

não permaneceu significativa em relação ao grupo CCR5CEC (11,9 ± 0,22 x 104) (Figura 11H). 

Ademais, detectou-se número similar de linfócitos T CD4+CD152+ isolados das amostras de 

animais CCR5CEC Treg (11,5 ± 3,90 x 104) e CCR5CEC CD8+ (12,6 ± 3,43 x 104) quando 

comparados ao grupo CCR5CEC (11,9 ± 0,22 x 104) (Figura 11H). Além disso, os resultados 

não evidenciaram diferença significativa em relação ao número de linfócitos T CD4+CD152+ 

isolados das lesões de animais WTCEC e CCR5CEC (Figura 11H). 

 A análise da expressão de CCL4 por linfócitos T CD4+ evidenciou maior número de 

células expressando esta quimiocina em amostras de animais dos grupos WTCEC (13,2 ± 4,94 

x 104) e CCR5CEC (8,8 ± 3,02 x 104) quando comparado com os respectivos controles [WTsham 

(0,4 ± 0,14 x 104) e CCR5Sham (0,4 ± 0,11 x 104)], porém, esta diferença não foi significativa 

(Figura 12B). Embora animais CCR5CEC CD4+ (29,1 ± 4,16 x 104) e CCR5CEC CD8+ (25,1 ± 0,12 

x 104) tenham apresentado maior número de células T CD4+CCL4+ quando comparado aos 

animais do grupo controle (CCR5Sham), apenas animais CCR5CEC Treg (57,1 ± 15,23 x 104) 

apresentaram valores significativamente maiores em relação aos animais CCR5Sham e 

CCR5CEC (Figura 12B). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação 

ao número de linfócitos T CD4+CL4+entre os grupos WTCEC e CCR5CEC (Figura 12B). 

 A análise da expressão de Foxp3 em linfócitos T CD4+ mostrou que animais WTCEC 

(5,4 ± 0,65 x 104) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4+ 

expressando este marcador comparado com animais WTSham (0,6 ± 0,04 x 104) (Figura 12D). 

De modo contrário, animais CCR5CEC apresentaram baixo número de células T CD4+Foxp3+ 

(1,5 ± 0,54 x 104), similar ao observado no grupo CCR5Sham (1,6 ± 0,78 x 104) (Figura 12D). 

Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (1,4 ± 1,13 x 104) e CCR5CEC CD8+ (5,8 ± 1,91 x 104), 

os animais CCR5CEC Treg (10,3 ± 6,30 x 104) apresentaram número significativamente maior de 

células T CD4+Foxp3+ em relação aos grupos CCR5Sham e CCR5CEC (Figura 12D). Animais 

WTCEC apresentaram maior número de células T CD4+Foxp3+ do que os animais CCR5CEC, 

porém, esta diferença não foi significativa (Figura 12C). 
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Figura 11. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ no microambiente tumoral. Os linfócitos 
isolados da lesão foram analisados quanto à expressão de CD62L (A-B), CD25L (C-D), 
CD45RB (E-F), CD152 (G-H) por citometria de fluxo. Dados representativos de três 
experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05.
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Figura 12. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ no microambiente tumoral. Os linfócitos 
isolados da lesão foram analisados quanto à expressão de CCL4 (A-B) e Foxp3 (C-D). Dados 
representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste 
de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05.
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5.3. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ após 16 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de T 

CD8+CD62L+ isoladas das amostras de animais WTCEC (3,4 ± 0,49 x 104) e WTSham (1,4 ± 

0,53 x 104) (Figura 13A). De modo contrário, animais CCR5CEC apresentaram número 

significativamente maior de linfócitos T CD8+CD62L+ (19,5 ± 5,44 x 104) quando comparado 

com animais CCR5CEC Sham (0,6 ± 0,05 x 104) (Figura13A). Ademais, os animais CCR5CEC 

apresentaram maior número de linfócitos T CD8+CD62+ (P < 0,05) em relação aos grupos 

CCR5CEC Treg (4,4 ± 0,48x 104), CCR5CEC CD4+ (1,2 ± 0,23 x 104) e WTCEC (3,4 ± 0,49 x 104) 

(Figura 13A). 

 Os dados mostraram número similar de linfócitos T CD8+CD25+ em amostras dos 

grupos WTCEC (6,0 ± 0,08 x 104) e WTSham (1,2 ± 0,14 x 104) (Figura 13C). De modo 

contrário, animais do grupo CCR5CEC (23,2 ± 5,55 x 104) apresentaram maior número de 

linfócitos T CD8+CD25+ (P < 0,05) quando comparado com animais CCR5Sham (0,2 ± 0,01 x 

104) (Figura 13C). Os resultados também demonstraram maior proporção de linfócitos T 

CD8+CD25+ nas lesões de animais CCR5CEC Treg (15,4 ± 0,47x 104) em comparação com 

animais CCR5Sham (Figura 13C). Ademais, animais CCR5CEC (23,2 ± 5,55 x 104) 

apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD8+ expressando CD25 do 

que animais WTCEC (6,0 ± 0,08 x 104) e CCR5CEC CD4+ (2,4 ± 0,56 x 104) (Figura 13C).  

 As células T CD8+CD45RB+ foram detectadas em número significativamente maior 

nas amostras de animais WTCEC (12,3 ± 0,34 x 104) quando comparado aos animais WTSham 

(2,2 ± 0,34 x 104) (Figura 13E). De modo semelhante, animais CCR5CEC (33,5 ± 9,04 x 104) e 

CCR5CEC Treg (14,2 ± 0,24 x 104) apresentaram maior número de linfócitos T CD8+CD45RB+ 

quando comparados com o grupo controle (CCR5Sham) (1,0 ± 0,06 x 104) (Figura 13E).  Os 

resultados evidenciaram um número significativamente maior de linfócitos T CD8+ 

expressando CD45RB em lesões de animais CCR5CEC em comparação com os grupos WTCEC 

e CCR5CEC CD4+ (5,2 ± 0,31 x 104) (Figura 13E).  

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD8+CD152+ isolados das amostras de animais WTCEC (6,2 ± 0,34 x 104) e 

WTSham (1,2 ± 0,32 x 104) (Figura 13G). De modo contrário, o número de linfócitos T 

CD8+CD152+ foi  estatisticamente maior em amostras do grupo CCR5CEC (32,3 ± 0,41 x 104) 

quando comparado com o grupo CCR5Sham (5,2 ± 0,23 x 104) (Figura 13G). Observou-se 
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ainda que, animais CCR5CEC também apresentaram maior número de linfócitos T CD8+ 

expressando CD152 quando comparado com animais WTCEC, CCR5CEC Treg (9,3 ± 0,44 x 104) 

e CCR5CEC CD4+ (3,0 ± 0,01 x 104) (Figura 13G). 

 O número de linfócitos T CD8+CCL4+ isolados das lesões de animais WTCEC (13,2 ± 

0,32 x 104) não foi significativamente maior ao isolado de animais WTSham (8,2 ± 0,25 x 104)  

(Figura 14A). De modo contrário, o número de linfócitos T CD8+ expressando CCL4 foi 

maior (P < 0,05) em amostras do grupo CCR5CEC (30,3 ± 0,42 x 104) quando comparado com 

o grupo CCR5Sham (2,1 ± 0,20 x 104) (Figura 14A). Aumento no número destas células 

também foi detectado nas lesões de animais CCR5CEC Treg (39,1 ± 0,19 x 104) e CCR5CEC CD4+ 

(44,3 ± 0,41 x 104), quando comparado com animais do grupo controle (CCR5Sham), no 

entanto, não se observou diferença significativa em relação aos animais do grupo CCR5CEC 

(Figura 14A). 

 Baixo número de linfócitos T CD8+Foxp3+ foi isolado das amostras de animais WTCEC 

(7,1 ± 1,82 x 104) e WTSham (1,1 ± 0,23 x 104) (Figura 14C). O número de linfócitos T 

CD8+Foxp3+ foi similar em amostras dos grupos CCR5CEC (3,4 ± 0,92 x 104) e CCR5Sham (1,5 

± 0,92 x 104) (Figura 14C). De modo semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD8+Foxp3+ isolados das lesões de 

animais CCR5CEC Treg (4,9 ± 2,74 x 104) e CCR5CEC CD4+ (1,9 ± 1,54 x 104) em relação ao 

grupo CCR5Sham (Figura 14C).  

 

5.4. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ após 35 semanas de carcinogênese química 

 Após 35 semanas, não foram observadas diferenças significativas em relação ao 

número de células T CD8+CD62L+ isoladas das amostras de animais WTCEC (4,9 ± 1,35 x 104) 

e WTSham (2,5 ± 0,70 x 104) (Figura 13B). De modo contrário, animais do grupo CCR5CEC 

(12,5 ± 0,27 x 104) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T 

CD8+CD62L+ em relação ao grupo controle (CCR5Sham) (3,2 ± 0,27 x 104) (Figura 13B). Ao 

contrário dos animais do grupo CCR5CEC CD4+ (10,4 ± 6,78 x 104), os grupos CCR5CEC Treg (1,6 

± 0,54 x 104) e CCR5CEC CD8+ (1,7 ± 0,08 x 104) apresentaram menor número de linfócitos T 

CD8+CD62L+ quando comparados com animais CCR5CEC (Figura 13B). Os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD8+ 

expressando CD62L nos grupos WTCEC e CCR5CEC. 
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 Em relação ao número de células T CD8+CD25+, os dados demonstraram similar 

número destes linfócitos em amostras dos grupos WTCEC (0,8 ± 0,60 x 104) e WTSham (0,8 ± 

0,12 x 104) (Figura 13D). O número de linfócitos T CD8+CD25+ também foi similar em 

amostras dos grupos CCR5CEC (1,5 ± 0,36 x 104) e CCR5Sham (3,3 ± 0,36 x 104) (Figura 13D). 

De modo semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao 

número de linfócitos T CD8+CD25+ isolados das lesões de animais CCR5CEC Treg (1,1 ± 0,49 x 

104), CCR5CEC CD4+ (2,1 ± 1,57x 104) e CCR5CEC CD8+ (1,0 ± 0,10 x 104) em relação ao grupo 

CCR5Sham (Figura 13D).  

 O número de linfócitos T CD8+CD45RB+ foi similar em amostras de animais WTCEC 

(10,5 ± 4,44 x 104) e WTSham (5,3 ± 3,21 x 104) (Figura 13F). De modo contrário, as células T 

CD8+CD45RB+ foram detectadas em proporções significativamente maiores nas lesões de 

animais CCR5CEC (28,5 ± 7,35 x 104) quando comparado com animais CCR5Sham (5,2 ± 0,34 x 

104) (Figura 13F). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (8,6 ± 2,68 x 104) e CCR5CEC CD8+ 

(14,4 ± 0,34 x 104), animais CCR5CEC CD4+ (6,3 ± 2,13 x 104) apresentaram número 

significativamente menor de linfócitos expressando CR45RB quando comparado com animais 

CCR5CEC (Figura 13F). Os resultados evidenciaram maior número de linfócitos T CD8+ 

expressando CD45RB isolados das lesões de animais CCR5CEC em comparação com o grupo 

WTCEC, porém, este aumento não foi significativo (Figura 13F). 

 Em relação à expressão de CD152+, os resultados evidenciaram número similar de 

linfócitos T CD8+ expressando este marcador em amostras de animais WTCEC (2,4 ± 1,51 x 

104) e WTSham (3,2 ± 1,91 x 104) (Figura 13H). De modo contrário, observou-se número 

significativamente maior de células T CD8+CD152+ em amostras de animais CCR5CEC (15,2± 

5,32 x 104) quando comparado com o grupo controle (CCR5Sham) (2,3 ± 0,40 x 104) (Figura 

13H). No entanto, os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao 

número de linfócitos T CD8+CD152+ isolados das lesões de animais CCR5CEC Treg (3,5 ± 2,08 

x 104) e CCR5CEC CD4+ (8,3 ± 4,54 x 104) em relação ao grupo CCR5Sham (Figura 13H). O 

número de linfócitos T CD4+CD152+ isolado das lesões de animais CCR5CEC foi 

significativamente maior quando comparado com os grupos WTCEC e CCR5CEC CD8+. 

 A análise da expressão de CCL4 por linfócitos T CD8+ mostrou maior número de 

células expressando esta quimiocina em amostras de animais do grupo WTCEC (17,1 ± 2,71 x 

104) quando comparado com o grupo controle (WTsham) (12,2± 4,43 x 104), porém, esta 

diferença não foi significativa (Figura 14B). As células T CD8+CCL4+ foram detectadas em 
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proporções significativamente maiores nas amostras de animais CCR5CEC (36,9 ± 18,82 x 

104) e CCR5CEC CD4+ (42,2 ± 7,55 x 104) quando comparado com os animais CCR5Sham (1,0± 

0,10 x 104) (Figura 14B). Ao contrário do grupo CCR5CEC CD8+ (10,9 ± 1,14 x 104), o grupo 

CCR5CEC Treg (84,3 ± 9,63 x 104) apresentou número estatisticamente superior de linfócitos T 

CD8+CCL4+ quando comparado aos grupos CCR5Sham e CCR5CEC(Figura 14B). Embora os 

resultados tenham evidenciado maior número de linfócitos T CD8+ expressando CCL4 nas 

lesões de animais CCR5CEC em comparação com o grupo WTCEC, este aumento não foi 

significativo. 

 A análise da expressão de Foxp3 mostrou que, similarmente aos animais WTSham (1,8 

± 2,04 x 104), os animais WTCEC (1,1 ± 1,16 x 104) apresentaram baixo número de linfócitos T 

CD8+Foxp3+ (Figura 14D). De modo contrário, animais CCR5CEC (81,1 ± 6,94 x 104) 

apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD8+Foxp3+ em relação ao 

grupo controle (CCR5Sham) (1,8 ± 0,90 x 104) (Figura 14D). Os resultados também 

evidenciaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD8+Foxp3+ isolados das amostras de 

animais CCR5CEC quando comparado aos grupos WTCEC (1,1 ± 1,16 x 104), CCR5CEC Treg 

(1,1± 1,46 x 104), CCR5CEC CD4+ (2,1 ± 1,79 x 104) e CCR5CEC CD8+ (0,9 ± 0,75 x 104) (Figura 

14D). 
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Figura 13. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ no microambiente tumoral. Os linfócitos 
isolados da lesão foram analisados quanto à expressão de CD62L (A-B), CD25L (C-D), 
CD45RB (E-F), CD152 (G-H). Dados representativos de três experimentos independentes. Os 
resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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Figura 14. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ no microambiente tumoral. Os linfócitos 
isolados da lesão foram analisados quanto à expressão de CCL4 (A-B) e Foxp3 (C-D). Dados 
representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste 
de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05.
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6. Fenotipagem de células T reguladoras - T CD4+Foxp3+ - no microambiente tumoral 

 O recrutamento de células T reguladoras (T CD4+Foxp3+), conhecidas pelo seu 

potencial supressor é um dos principais mecanismos responsáveis pela inibição da resposta 

imune antitumoral (SAKAGUCHI; POWRIE, 2007; NISHIKAWA; SAKAGUCHI, 2010). 

Devido à importância destas células nos mecanismos envolvidos com o escape e progressão 

de tumores, avaliamos o perfil de expressão de moléculas de superfície empregadas na 

caracterização de células T reguladoras (CD45RA, CD45RB, CD62L, CD69 e CD154) por 

citometria de fluxo (Figura 15).  

 

6.1. Fenotipagem de células T reguladoras após 16 semanas de carcinogênese química 

 O número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ foi similar em amostras de animais 

WTCEC (4,3 ± 0,79 x 104) e CCR5CEC (2,2 ± 0,23 x 104) (Figura 15A). Embora os resultados 

tenham evidenciado maior número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ nas lesões de 

animais CCR5CEC (2,2 ± 0,23 x 104) em comparação com os grupos CCR5CEC Treg (0,3± 0,03 x 

104) e CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,20 x 104), este número não foi significativo (Figura 15A). 

Ademais, detectou-se menor número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ nas 

lesões de animais CCR5CEC Treg quando comparado com o grupo WTCEC. 

 A análise da expressão de CD45RB mostrou que, similarmente aos animais WTCEC 

(5,8 ± 1,56 x 104), animais CCR5CEC (1,2 ± 0,27 x 104) apresentaram baixo número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ (Figura 15C). De modo semelhante, os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD45RB+ isolados das lesões de animais CCR5CEC Treg (0,4 ± 0,07 x 104) e 

CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,40 x 104) quando comparados ao grupo CCR5CEC (1,2 ± 0,27 x 104) 

(Figura 15C). No entanto, os resultados evidenciaram menor número (P < 0,05) de linfócitos 

T CD4+Foxp3+CD45RB+ em amostras do grupo CCR5CEC Treg quando comparado com o 

grupo WTCEC (Figura 15C). 

 Baixo número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ foi isolado das amostras de 

animais WTCEC (4,3 ± 0,61 x 104) e CCR5CEC (2,1 ± 0,22 x 104) (Figura 15E). Ao contrário 

dos animais CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,26 x 104), o grupo CCR5CEC Treg (0,3 ± 0,02 x 104) 
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apresentou número significativamente menor de linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ quando 

comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 15E). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ isolados das lesões de animais WTCEC (4,2 ± 1,00 x 104) e 

CCR5CEC (1,3 ± 0,31 x 104) (Figura 15G). Embora os resultados tenham evidenciado maior 

número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ em amostras de animais CCR5CEC (1,3 ± 0,31 x 

104) em comparação com os grupos CCR5CEC Treg (0,2 ± 0,07 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,5 ± 

0,11 x 104), este resultado não foi significativo (Figura 15G). No entanto, os resultados 

evidenciaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ em amostras do 

grupo WTCEC quando comparado com os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ (Figura 15G). 

 O número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD4154+ foi similar em amostras de animais 

WTCEC (4,5 ± 1,09 x 104) e CCR5CEC (2,2 ± 0,18 x 104) (Figura 15I). De modo semelhante, os 

resultados não mostraram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD154+ isolados das amostras de animais CCR5CEC Treg (0,3 ± 0,18 x 104) e 

CCR5CEC CD4+ (0,5± 0,16 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 15C). No entanto, os 

resultados evidenciaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ no 

grupo WTCEC quando comparado com os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ (Figura 15G). 

 

6.2. Fenotipagem de células T reguladoras após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados mostraram que animais WTCEC (5,4 ± 0,67 x 104) apresentaram maior 

número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ quando comparado ao grupo CCR5CEC (1,7 ± 

0,45 x 104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 15B). Ao contrário dos animais 

CCR5CEC CD4+ (0,4 ± 0,25 x 104) e CCR5CEC CD8+ (3,6 ± 1,30 x 104), os animais do grupo 

CCR5CEC Treg (15,9 ± 0,22 x 104) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD45RA+ quando comparado com o grupo CCR5CEC (Figura 15B). Os dados 

também demonstraram número significativamente maior de células T CD4+Foxp3+CD45RA+ 

em amostras de animais WTCEC quando comparado com o grupo CCR5CEC CD4+.  

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ isolados das lesões de animais WTCEC (5,4 ± 0,73 x 104) e 

CCR5CEC (1,7 ± 0,56 x 104) (Figura 15D). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,16 
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x 104) e CCR5CEC CD8+ (3,3 ± 0,53 x 104), os animais do grupo CCR5CEC Treg (15,8 ± 0,51 x 

104) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ quando 

comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 15D). Ademais, detectou-se número 

significativamente maior de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ em amostras do grupo WTCEC 

em relação ao grupo CCR5CEC CD4+ (Figura 15G). 

 Baixo número de células T CD4+Foxp3+CD62L+ foi detectado em amostras de 

animais WTCEC (5,6 ± 0,69 x 104) e CCR5CEC (1,7 ± 0,49 x 104) (Figura 15F). Ao contrário 

dos animais CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,27 x 104) e CCR5CEC CD8+ (3,3 ± 1,22 x 104), o grupo 

CCR5CEC Treg (15,6 ± 0,43 x 104) apresentou número significativamente maior de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD62L+quando comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 15F).Os 

resultados também evidenciaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD62L+ isolados de amostras do grupo CCR5CEC CD4+ quando comparado com o 

grupo WTCEC (Figura 15F). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ isolados das lesões de animais WTCEC (5,5 ± 0,65 x 104) e 

CCR5CEC (1,6 ± 0,54 x 104) (Figura 15H). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (0,3 ± 0,18 

x 104) e CCR5CEC CD8+ (4,8 ± 2,10 x 104), os animais do grupo CCR5CEC Treg (15,6 ± 0,55 x 

104) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ quando 

comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 15H). Ademais, detectou-se menor 

número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ em amostras do grupo CCR5CEC CD4+ 

quando comparado com o grupo WTCEC (Figura 15H). 

 O número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD154+ foi similar nas lesões de animais 

WTCEC (5,4 ± 0,83 x 104) e CCR5CEC (1,6 ± 0,51 x 104) (Figura 15J). Ao contrário dos animais 

CCR5CEC CD4+ (0,5 ± 0,35 x 104) e CCR5CEC CD8+ (4,3 ± 2,14 x 104), o grupo CCR5CEC Treg 

(16,8 ± 1,43 x 104) apresentou número significativamente menor de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD62L+ quando comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 15J). Os 

resultados também evidenciaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD62L+ em amostras do grupo CCR5CEC CD4+ quando comparado com o grupo 

WTCEC (Figura 15J). 
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Figura 15. Fenotipagem de células T reguladoras no microambiente tumoral. Os 
linfócitos isolados de lesões foram analisados quanto à expressão de (A-B) CD45RA, (C-D) 
CD45RB, (E-F) CD62L, (G-H) CD69 e (I-J) CD154. Dados representativos de três 
experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05.   
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7. Expressão de marcadores constitutivos ou relacionados com a atividade supressora de 

células T reguladoras 

 Avaliou-se também o perfil de expressão de moléculas constitutivas (GITR e CD103) 

ou relacionadas com atividade supressora (LAG-3, CTLA-4 e PD-1) das células T 

reguladoras (T CD4+Foxp3+) isoladas de lesões de camundongos submetidos à carcinogênese 

química (Figura 16).  

 

7.1. Expressão de marcadores constitutivos ou relacionados com atividade supressora de 

células T reguladoras após 16 semanas de carcinogênese química 

 Baixo número de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ foi detectado em amostras de 

animais WTCEC (4,8 ± 0,66 x 104) e CCR5CEC (2,2 ± 0,18 x 104) (Figura 16A). De modo 

semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ isolados das amostras de animais CCR5CEC Treg (0,3 ± 0,04 x 

104) e CCR5CEC CD4+ (0,5 ± 0,30 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 16A). No 

entanto, detectou-se menor número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ em 

amostras dos grupos CCR5CEC Treg (0,3 ± 0,04 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,5 ± 0,30 x 104) 

quando comparado com o grupo WTCEC (Figura 16A). 

  Em relação à expressão de LAG-3, uma molécula relacionada com a atividade 

supressora de células T reguladoras na proliferação de linfócitos T efetores e inibição da 

maturação de células dendríticas, detectou-se número de linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ 

similar em amostras de animais WTCEC (4,7 ± 1,00 x 104) e CCR5CEC (2,1 ± 0,18 x 104) 

(Figura 16C). Embora os resultados tenham evidenciado maior número de linfócitos T 

CD4+Foxp3+LAG-3+ em lesões de animais CCR5CEC em comparação com os grupos 

CCR5CEC Treg (0,3± 0,02 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,7 ± 0,16 x 104), este número não foi 

significativo (Figura 16C). Menor número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ foi 

detectado em amostras de animais CCR5CEC Treg quando comparado com o grupo WTCEC 

(Figura 16C). 

 Os resultados evidenciaram baixo número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ 

isolados das amostras de animais WTCEC (5,2 ± 1,36 x 104) e CCR5CEC (2,0 ± 0,04 x 104) 

(Figura 16E). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número 

de linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ isolados das amostras de animais CCR5CEC Treg (0,2 ± 
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0,05 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,25 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 16E). Os 

animais CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,25 x 104) apresentaram número 

significativamente menor de linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ quando comparado com o 

grupo WTCEC (Figura 16E). 

 A expressão de CTLA-4, uma molécula envolvida com a supressão da resposta imune, 

foi determinada e os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao 

número de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ isolados das lesões de animais WTCEC (4,1 ± 

1,58 x 104) e CCR5CEC (2,1 ± 0,11 x 104) (Figura 16G). Embora os resultados tenham 

evidenciado maior número de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ nas lesões de animais 

CCR5CEC em comparação com os grupos CCR5CEC Treg (0,2 ± 0,06 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,6 

± 0,18 x 104) este resultado não foi significativo (Figura 16G). No entanto, os resultados 

evidenciaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ no grupo 

WTCEC quando comparado com os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ (Figura 16G). 

 Baixo número de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ foi isolado de amostras de animais 

WTCEC (5,2 ± 1,48 x 104) e CCR5CEC (1,1 ± 0,25 x 104) (Figura 16I). Os resultados não 

mostraram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ 

isolados das amostras de animais CCR5CEC Treg (0,2 ± 0,02 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,12 

x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 16I). No entanto, os resultados evidenciaram 

maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ em amostras do grupo WTCEC 

quando comparado com os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ (Figura 16I). 

 

7.2. Expressão de marcadores constitutivos ou relacionados com atividade supressora de 

células T reguladoras após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados mostraram que os animais WTCEC (5,3 ± 0,75 x 104) apresentaram maior 

número de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ quando comparado ao grupo CCR5CEC (1,7 ± 0,48 

x 104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 16B). Ao contrário dos animais 

CCR5CEC CD4+ (0,4 ± 0,20 x 104) e CCR5CEC CD8+ (4,1 ± 1,24 x 104), os animais do grupo 

CCR5CEC Treg (15,7 ± 0,56 x 104) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD4+Foxp3+GITR+ quando comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 16B). Os 

dados também demonstraram número significativamente maior de células T 

CD4+Foxp3+GITR+ em amostras de animais WTCEC quando comparado com animais do grupo 

CCR5CEC CD4+. 
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 Em relação à expressão de LAG3, os resultados evidenciaram baixo número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ em amostras de animais WTCEC (5,6 ± 0,57 x 104) e 

CCR5CEC (1,7 ± 0,44 x 104) (Figura 16D). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (0,6 ± 0,23 

x 104) e CCR5CEC CD8+ (3,3 ± 1,36 x 104), o grupo CCR5CEC Treg (15,9 ± 0,28 x 104) apresentou 

número significativamente maior de linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ quando comparado 

com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 16D). Os resultados também evidenciaram menor 

número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ no grupo CCR5CECCD4+ quando 

comparado com o grupo WTCEC (Figura 16D). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ isolados das lesões de animais WTCEC (5,5 ± 0,75 x 104) e 

CCR5CEC (1,8 ± 0,42 x 104) (Figura 16F). Animais do grupo CCR5CEC Treg (14,6 ± 1,66 x 104) 

apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ quando 

comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 16F), o mesmo não foi observado em 

amostras dos grupos CCR5CEC CD4+ (0,3 ± 0,26 x 104) e CCR5CEC CD8+ (4,2 ± 1,31 x 104). 

Menor número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ foi observado em amostras do grupo 

CCR5CEC CD4+ (P < 0,05) em relação ao grupo WTCEC (Figura 16F). 

 O número de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ foi similar em amostras de animais 

WTCEC (5,7 ± 0,59 x 104) e CCR5CEC (1,6 ± 0,53 x 104) (Figura 16H). Número 

significativamente maior de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ foi detectado em amostras de 

animais CCR5CEC Treg (15,3 ± 0,85 x 104), quando comparado com os grupos CCR5CEC e 

WTCEC. Enquanto baixo número destas células foi detectado nas amostras de animais 

CCR5CEC CD4+ (0,5 ± 0,31 x 104) e CCR5CEC CD8+ (4,5 ± 1,64 x 104) (Figura 16H). Os 

resultados também evidenciaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CTLA-4+ no grupo CCR5CEC CD8+ (4,5 ± 1,64 x 104) quando comparado com o 

grupo WTCEC (Figura 16H). Os resultados não demonstraram diferenças significativas em 

relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ isolados das lesões de animais WTCEC 

(4,3 ± 1,25 x 104) e CCR5CEC (1,7 ± 0,49 x 104) (Figura 16J). Número significativamente alto 

de linfócitos T CD4+Foxp3+PD1+ foi detectado em amostras de animais CCR5CEC Treg (15,9 ± 

0,53 x 104) quando comparado com os grupos CCR5CEC e WTCEC (Figura 16J). Enquanto 

baixo número destas células foi detectado nas amostras de animais CCR5CEC CD4+ (0,4 ± 0,19 

x 104) e CCR5CEC CD8+ (5,2 ± 2,09 x 104) (Figura 16J). O número de linfócitos T 

CD4+Foxp3+PD-1+ foi maior em amostras de WTCEC (P < 0,05) quando comparado com o 

grupo CCR5CEC CD4+ (Figura 16J). 
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Figura 16. Fenotipagem de células T reguladoras no microambiente tumoral. Os 
linfócitos isolados da lesão foram analisados quanto à expressão de GITR (A-B), LAG-3(C-
D), CD103(E-F), CTLA-4(G-H) e PD-1(I-J). Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P< 0,05.   
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8. Perforina e granzima em linfócitos T CD8+ isolados do microambiente tumoral 

 Os linfócitos T CD8+ estão envolvidos ativamente nos mecanismos de eliminação das 

células tumorais. Estes linfócitos reconhecem células tumorais via MHC, e a através da 

liberação de perforina induzem a formação de poros no citoplasma da célula tumoral, os quais 

permitem a entrada de enzimas citotóxicas, como granzima, que induzem a lise da célula 

tumoral (TRAPANI; SMYTH, 2002; LIEBERMAN, 2003). Devido à importância destas 

moléculas nos mecanismos efetores dos linfócitos T CD8+, avaliamos a expressão de 

perforina e granzima por células isoladas das amostras de animais submetidos à carcinogênese 

química (Figura 17). 

 

8.1. Perforina e granzima em linfócitos T CD8+ após 16 semanas de carcinogênese 

química 

 Em relação à detecção de perforina, os resultados não demonstraram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD8+ expressando este marcador em 

amostras de animais dos grupos WTCEC (29,0 ± 0,04 x 104) e CCR5CEC (24,2 ± 0,28 x 104) 

(Figura 17A). O mesmo perfil foi observado quando se comparou a expressão de perforina 

por linfócitos T CD8+ provenientes de amostras de animais CCR5CEC Treg (28,2 ± 0,28 x 104) e 

CCR5CEC CD4+ (12,1 ± 0,13 x 104) (Figura 17A). O menor número de linfócitos T 

CD8+Perforina+ foi detectado em amostras do grupo CCR5CEC CD4+ (P < 0,05), quando 

comparado com o grupo WTCEC (Figura 17A). 

 O número de linfócitos T CD8+Granzima+ foi baixo em amostras de animais WTCEC 

(9,1 ± 0,21 x 104), CCR5CEC (6,3 ± 0,36 x 104) e CCR5CEC CD4+ (8,1 ± 0,15 x 104) (Figura 

17C). O grupo CCR5CEC Treg (33,1 ± 0,20 x 104) apresentou número significativamente maior 

de linfócitos T CD8+Granzima+ quando comparado com o grupo CCR5CEC (Figura 17C). 

 

8.2. Perforina e granzima em linfócitos T CD8+ após 35 semanas de carcinogênese 

química 

 O número de linfócitos T CD8+Perforina+ foi baixo em amostras de animais WTCEC 

(2,3 ± 0,45 x 104) e CCR5CEC (8,2 ± 0,25 x 104) (Figura 17B). Número maior de linfócitos T 
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CD8+Perforina+ foi isolado de amostras de animais CCR5CEC Treg (26,1 ± 4,45 x 104), 

CCR5CEC CD4+ (21,1 ± 0,13 x 104) e CCR5CEC CD8+ (45,3 ± 1,58 x 104), quando comparado 

com o grupo CCR5CEC, mas apenas os valores do grupo CCR5CEC CD8+ foram significativos 

(Figura 17B). Os resultados também evidenciaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD8+Perforina+ no grupo WTCEC quando comparado com os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC 

CD8+ (Figura 17B). 

 Os resultados mostraram que os animais CCR5CEC (10,4± 0,48 x 104) apresentaram 

maior número de linfócitos T CD8+Granzima+ quando comparado ao grupo WTCEC (3,4 ± 

0,56 x 104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 17D). Ao contrário dos 

animais CCR5CEC CD4+ (27,1 ± 0,17 x 104) e CCR5CEC CD8+ (35,3 ± 1,35 x 104), os animais do 

grupo CCR5CEC Treg (61,5 ± 6,83 x 104) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD8+ expressando granzima quando comparado com o grupo CCR5CEC (10,4± 0,48 x 104) 

(Figura 17D). Os dados também demonstraram número significativamente menor de células T 

CD8+Granzima+ em amostras de animais WTCEC quando comparado com animais CCR5CEC 

Treg e CCR5CEC CD8+ (Figura 17D).  
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Figura 17. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ no microambiente tumoral. As colunas 
representam o número de linfócitos isolados das lesões expressando perforina (A-B) e 
granzima (C-D). Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados 
foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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9. Expressão de Fas e FasL em linfócitos isolados do microambiente tumoral 

 A via Fas-FasL induz a apoptose celular e apresenta importante papel na regulação do 

sistema imune e desenvolvimento tumoral (KHONG; RESTIFO, 2002). Devido à importância 

destas moléculas nos mecanismos de escape tumoral via indução da apoptose de linfócitos 

efetores, avaliamos a expressão de Fas (CD95) e FasL (CD178) por linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ isolados das amostras de animais submetidos à carcinogênese química (Figuras 18-19). 

 

9.1. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD4+ após 16 semanas de carcinogênese 

química 

 O número de linfócitos T CD4+CD95+ isolado das lesões de animais CCR5CEC (70,0 ± 

0,07 x 104) foi significativamente maior ao detectado em amostras de animais WTCEC (3,0 ± 

0,05 x 104), CCR5CEC Treg (0,92 ± 0,02 x 104) e CCR5CEC CD4+ (1,0 ± 0,07 x 104) (Figura 18A). 

 Os resultados evidenciaram proporções significativamente maiores de linfócitos T 

CD4+CD178+ nas lesões de animais CCR5CEC (54,1 ± 0,17 x 104) quando comparado com 

animais WTCEC (4,3 ± 0,36 x 104) (Figura 18C). Ademais, animais CCR5CEC apresentaram 

número significativamente maior de linfócitos T CD4+ expressando FasL quando comparado 

com animais CCR5CEC Treg (0,6 ± 0,07 x 104) e CCR5CEC CD4+ (0,7 ± 0,03 x 104) (Figura 18C). 

 

9.2. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD4+ após 35 semanas de carcinogênese 

química 

 Os resultados mostraram que os animais CCR5CEC (14,5± 0,72 x 104) apresentaram 

maior número de linfócitos T CD4+CD95+ quando comparado ao grupo WTCEC (3,3 ± 0,39 x 

104), porém, esta diferença não foi significativa (Figura 18B). Os resultados não mostraram 

diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+CD95+ nas lesões de 

animais CCR5CEC Treg (16,7 ± 3,84 x 104), CCR5CEC CD4+ (19,8 ± 0,34 x 104) e CCR5CEC CD8+ 

(14,7 ± 4,62 x 104) quando comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 18B). Maior número de 

linfócitos T CD4+ expressando Fas foi detectado em amostras do grupo CCR5CEC CD4+ (P < 

0,05) quando comparado com o grupo WTCEC (Figura 18B). 
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 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+CD178+ isolados das lesões de animais WTCEC (2,7 ± 1,52 x 104) e 

CCR5CEC (7,6 ± 1,51 x 104) (Figura 18D). De modo semelhante, os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+ 

expressando FasL em amostras de animais CCR5CEC Treg (9,0 ± 1,35 x 104), CCR5CEC CD4+ 

(14,0 ± 1,05 x 104) e CCR5CEC CD8+ (11,8 ± 0,59 x 104) quando comparado com o grupo 

CCR5CEC (Figura 18D). Baixo número de linfócitos T CD4+CD178+ (P < 0,05) foi detectado 

em amostras de animais WTCEC quando comparado com o grupo CCR5CEC CD4+ (Figura 18D). 
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Figura 18. Análise da expressão de Fas e FasL por linfócitos T CD4+ no microambiente 
tumoral. As colunas representam o número de linfócitos isolados das lesões expressando de 
CD95/Fas (A-B) e CD178/FasL (C-D). Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P< 0,05. 
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9.3. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD8+ após 16 semanas de carcinogênese 

química 

 As células T CD8+CD95+ foram detectadas em proporções significativamente maiores 

nas lesões de animais CCR5CEC (16,4 ± 0,55 x 104) quando comparado com animais WTCEC 

(0,5 ± 0,04 x 104) (Figura 19A). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (5,0 ± 0,10 x 104), os 

animais CCR5CEC CD4+ (2,2 ± 0,33 x 104) apresentaram número significativamente menor de 

linfócitos TCD8+ expressando Fas quando comparado com animais CCR5CEC (Figura 19A). 

 Animais CCR5CEC (13,2 ± 0,18 x 104) apresentaram maior número (P < 0,05) de 

linfócitos T CD8+ expressando FasL quando comparado ao grupo WTCEC (2,4 ± 0,27 x 104) 

(Figura 19B). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (5,3 ± 0,20 x 104), os animais CCR5CEC 

CD4+ (2,4 ± 0,27 x 104) apresentaram número significativamente menor de linfócitos T 

CD8+CD178+ em relação ao grupo CCR5CEC (13,2 ± 0,18 x 104) (Figura 19A). 

 

9.4. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD8+ após 35 semanas de carcinogênese 

química 

 Baixo número de linfócitos T CD8+CD95+ foi detectado em amostras de animais 

WTCEC (5,2 ± 1,04 x 104) e CCR5CEC (8,1 ± 1,00 x 104) (Figura 19B). Ao contrário dos 

animais CCR5CEC Treg (9,2 ± 7,01 x 104) e CCR5CEC CD4+ (2,1 ± 1,01x 104), os animais 

CCR5CEC CD8+ (24,2 ± 4,30 x 104) apresentaram número significativamente maior de linfócitos 

T CD8+ expressando Fas em relação ao grupo CCR5CEC (8,1 ± 1,00 x 104) (Figura 19B). 

Detectou-se menor número de linfócitos T CD8+CD95+ em amostras de animais WTCEC (P < 

0,05) quando comparado com o grupo CCR5CEC CD8+ (Figura 19B). 

 O número de linfócitos T CD8+CD178+ foi similar em amostras de animais WTCEC 

(5,9 ± 3,78 x 104) e CCR5CEC (6,2 ± 0,32 x 104) (Figura 19D). Ao contrário dos animais 

CCR5CEC CD4+ (2,5 ± 1,68 x 104), os animais dos grupos CCR5CEC Treg (24,5 ± 1,93 x 104) e 

CCR5CEC CD8+ (33,1 ± 6,17 x 104) apresentaram número significativamente maior de linfócitos 

T CD8+ expressando FasL quando comparado com o grupo CCR5CEC (6,2 ± 0,32 x 104) 

(Figura 19D). Os resultados também evidenciaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD8+CD178+ no grupo WTCEC quando comparado aos grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD8+ 

(Figura 19D). 
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Figura 19. Análise da expressão de Fas e FasL por linfócitos T CD8+ no microambiente 
tumoral. As colunas representam o número de linfócitos isolados das lesões expressando de 
CD95/Fas (A-B) e CD178/FasL (C-D). Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P< 0,05. 
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10. Análise da presença de células NK no microambiente tumoral 

 As células NK apresentam importante papel no combate ao câncer, induzem a morte 

de células tumorais via liberação do conteúdo de seus grânulos ou por meio da sinalização de 

receptores de morte celular.  Além disso, exercem atividade citotóxica contra células tumorais 

sem a necessidade de reconhecimento de antígeno específico (LIEBERMAN, 2003; ZAMAI 

et al., 2007; VIVIER et al., 2012). Devido à importância destas células nos mecanismos de 

eliminação das células tumorais, avaliamos a presença de células NK nas lesões de animais 

submetidos à carcinogênese química e na pele de animais do grupo controle (Sham) (Figura 

20).  

 

10.1. Análise da presença de células NK após 16 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados evidenciaram número significativamente maior de células NK isoladas 

das lesões de animais WTCEC (31,9 ± 1,12 x 104) em relação ao grupo WTSham (2,8 ± 0,55 x 

104) (Figura 20). De modo semelhante, animais CCR5CEC (33,9 ± 5,45 x 104) apresentaram 

maior número (P < 0,05) de células NK quando comparado com animais CCR5Sham (0,6 ± 

0,07 x 104) (Figura 20). Ao contrário de animais CCR5CEC Treg (10,5 ± 0,61 x 104), 

camundongos do grupo CCR5CEC CD8+ (35,2 ± 2,53 x 104) apresentaram maior número (P < 

0,05) de células NK do que animais CCR5Sham (0,6 ± 0,07 x 104) (Figura 20). Ademais, 

número similar de células NK foi detectado em amostras de animais WTCEC e CCR5CEC 

(Figura 20). 

 

10.2. Análise da presença de células NK após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

células NK isoladas das lesões de animais WTCEC (15,5 ± 0,44 x 104) e do grupo controle 

(WTSham) (2,0 ± 1,09 x 104) (Figura 20). De modo contrário, animais CCR5CEC (51,7 ± 6,75 x 

104) apresentaram número significativamente maior de células NK em comparação com 

animais CCR5Sham (0,2 ± 0,09 x 104) (Figura 20). Os animais CCR5CEC Treg (31,6 ± 1,41 x 

104), CCR5CEC CD4+ (30,9 ± 5,52 x 104) e CCR5CEC CD8+ (55,8 ± 4,80 x 104) também 

apresentaram número significativamente maior de células NK quando comparado com o 

grupo CCR5Sham (Figura 20). Os animais CCR5CEC também apresentaram número 

significativamente maior de células NK em relação ao grupo WTCEC (Figura 20).  
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Figura 20. Análise de células NK no microambiente tumoral. As colunas representam a 
média ± SD do número de células NK1.1+ isoladas das lesões. Dados representativos de três 
experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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11. Fenotipagem das populações de leucócitos nos linfonodos 

 Para determinar o padrão celular presente nos linfonodos, os leucócitos foram isolados 

dos linfonodos inguinais e axiais de camundongos submetidos à carcinogênese química e de 

animais do grupo controle (Sham). 

 Após 16 semanas de carcinogênese química, os dados demonstraram que animas 

WTCEC (411,0 ± 4,61 x 105) apresentaram maior número de leucócitos isolados dos 

linfonodos, quando comparado com o grupo controle (WTSham) (30,0 ± 4,61 x 105) (Figura 

21). De modo semelhante, animais do grupo CCR5CEC (480,0 ± 70 x 105) apresentaram 

número de leucócitos isolados dos linfonodos maior (P < 0,05) que animais CCR5Sham (22,8 ± 

1,01 x 105) (Figura 21). Animais CCR5CEC Treg (408,1 ± 88,05 x 105) e CCR5CEC CD4+ (702,3 ± 

56,21 x 105) também apresentaram maior número (P < 0,05) de leucócitos quando comparado 

ao grupo CCR5Sham (Figura 21). Os resultados evidenciaram número similar de leucócitos 

isolados dos linfonodos de animais WTCEC e CCR5CEC (Figura 21). 

 Após 35 semanas de carcinogênese química, os resultados demonstraram maior 

número (P < 0,05) de leucócitos nos grupos WTCEC (153,8 ± 42,84 x 104) em relação ao 

grupo WTSham (12,6 ± 4,29 x 104) (Figura 21). Os animais CCR5CEC (450,8 ± 97,80 x 105) 

também apresentaram número de leucócitos significativamente maior quando comparado ao 

grupo controle (CCR5Sham) (19,3 ± 6,18 x 105) (Figura 21). De modo semelhante, animais 

CCR5CEC Treg (684,2 ± 79,15 x 105), CCR5CEC CD4+ (259,8 ± 87,67 x 105) e CCR5CEC CD8+ 

(354,8 ± 79,55 x 105) também apresentaram maior número (P < 0,05) de leucócitos quando 

comparado ao grupo CCR5Sham (Figura 21). Diferente do observado na 16ª semana, maior 

número de leucócitos foi isolado dos linfonodos de animais CCR5CEC quando comparado com 

animais WTCEC (Figura 21). 
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Figura 21. Análise de leucócitos nos linfonodos. Os leucócitos dos linfonodos de 
camundongos WTSham, WTCEC, CCR5Sham, CCR5CEC, CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+, CCR5CEC 

CD8+ foram isolados e analisados por citometria de fluxo. As colunas representam a média ± 
SD do número de leucócitos totais nos linfonodos. Dados representativos de três 
experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05.
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11.1. Análise de macrófagos, células mielóides e dendríticas após 16 semanas de 

carcinogênese química 

 Os resultados demonstraram que animais WTCEC (1,6 ± 0,15x 105) e WTSham (0,3 ± 

0,09 x 105) apresentaram baixo número de macrófagos isolados dos linfonodos (Figura 22A). 

O número de macrófagos também foi baixo em amostras de linfonodos de animais CCR5CEC 

(2,9 ± 0,38 x 105) e CCR5Sham (0,3 ± 0,10 x 105) (Figura 22A). De modo semelhante, os 

resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de macrófagos 

isolado dos linfonodos de animais CCR5CEC Treg (0,8 ± 0,45 x 105) e CCR5CEC CD4+ (1,8 ± 0,20 

x 105) em relação ao grupo CCR5Sham (0,3 ± 0,10 x 105) (Figura 22A).  

 A análise de células mielóides não demonstrou diferenças significativas em relação ao 

número destas células isoladas dos linfonodos de animais WTCEC (0,5 ± 0,50 x 105) e WTSham 

(3,2 ± 0,28x 105) (Figura 22C). De modo contrário, detectou-se diferenças significativas no 

número de células mielóides nos linfonodos de animais CCR5CEC (3,7 ± 1,46 x 105) em 

relação ao grupo controle (CCR5Sham) (0,7 ± 0,45 x 105) (Figura 22C). Os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de células mielóides nos 

linfonodos de animais CCR5CEC Treg (0,9 ± 0,04 x 105) e CCR5CEC CD4+ (1,8 ± 0,57 x 105) em 

relação ao grupo CCR5Sham (Figura 22C). 

 Em relação ao número de células dendríticas, os resultados evidenciaram menor 

número destas células isoladas de linfonodos de animais do grupo controle (WTSham) (0,7 ± 

0,57x 105) quando comparado ao grupo WTCEC (1,71 ± 0,03 x 105), porém esta diferença não 

foi significativa (Figura 22E). Animais CCR5Sham (0,5 ± 0,31 x 105), CCR5CEC (1,4 ± 0,15 x 

105), CCR5CEC Treg (0,6 ± 0,04 x 105) e CCR5CEC CD4+ (0,9 ± 0,19 x 105) apresentaram número 

similar de células dendríticas (Figura 22E). Número similar de células dendríticas também foi 

detectado nos linfonodos de animais WTCEC e CCR5CEC. 

 

11.2. Análise de macrófagos, células mielóides e dendríticas após 35 semanas de 

carcinogênese química 

 Animais WTCEC (2,1 ± 1,82 x 105) e WTSham (0,3 ± 0,11x 105) apresentaram baixo 

número de macrófagos isolado dos linfonodos (Figura 22B). De modo contrário, detectou-se 

número significativamente alto de macrófagos nos linfonodos de animais CCR5CEC (25,6 ± 
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0,91 x 105) quando comparado ao grupo controle (CCR5Sham) (0,3 ± 0,05 x 105) (Figura 22B). 

Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (13,5 ± 5,60 x 105), os grupos CCR5CEC Treg (9,9 ± 

0,57 x 105) e CCR5CEC CD8+ (3,0 ± 1,11 x 105) apresentaram baixo número (P < 0,05) de 

macrófagos quando comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 22B). No entanto, os animais 

CCR5CEC Treg (9,9 ± 0,57 x 105) e CCR5CEC CD4+ (13,5 ± 5,60 x 105) apresentaram número 

significativamente maior de macrófagos quando comparados ao grupo CCR5Sham (Figura 

22B). Os resultados evidenciaram aumento significativo na proporção de macrófagos nos 

linfonodos de animais CCR5CEC em comparação com animais do grupo WTCEC (Figura 22B). 

 Animais WTCEC (4,6 ± 0,56 x 105) apresentaram maior número (P < 0,05) de células 

mielóides isoladas dos linfonodos quando comparado com o grupo controle (WTSham) (0,2 ± 

0,56 x 105) (Figura 22D). De modo contrário, a análise de células mielóides não demonstrou 

diferença significativa em relação ao número destas células em animais CCR5CEC (0,7 ± 0,28 

x 105) em relação ao grupo controle (CCR5Sham) (0,8 ± 0,53 x 105) (Figura 22D). No entanto, 

número estatisticamente maior de células mielóides foi detectado nos linfonodos de animais 

CCR5CEC Treg (14,7 ± 2,90 x 105), CCR5CEC CD4+ (19,7 ± 6,87 x 105) e CCR5CEC CD8+ (16,0 ± 

5,89 x 105) em relação aos grupos CCR5Sham e CCR5CEC (Figura 22D).  

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

células dendríticas isoladas dos linfonodos de animais WTCEC (0,8 ± 0,30 x 105) e WTSham 

(0,2 ± 0,03 x 105) (Figura 22F). De modo semelhante, não se detectou diferença significativa 

no número de células dendríticas nos linfonodos de animais CCR5CEC (0,3 ± 0,19 x 105) em 

relação ao grupo controle (CCR5Sham) (0,5 ± 0,31 x 105) (Figura 22F). Ao contrário dos 

animais CCR5CEC Treg (1,3 ± 1,40 x 105), animais dos grupos CCR5CEC CD4+ (2,7 ± 1,49 x 105) 

e CCR5CEC CD8+ (4,4 ± 1,74 x 105) apresentaram número significativamente maior de células 

dendríticas quando comparados aos grupos CCR5CEC e CCR5Sham (Figura 22F).  
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Figura 22. Análise de macrófagos, células mielóides e dendríticas no linfonodo. As 
colunas representam a média ± SD do número de macrófagos (A-B), células mielóides (C-D) 
e células dendríticas (E-F). Dados representativos de três experimentos independentes. Os 
resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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11.3. Análise de linfócitos após 16 semanas de carcinogênese química 

 A fenotipagem das populações de linfócitos demonstrou que animais WTCEC (204,5 ± 

8,72 x 105) apresentaram número significativamente maior de células T CD3+CD4+ do que 

animais WTSham (12,6 ± 0,43 x 105) (Figura 23A). De modo semelhante, animais CCR5CEC 

(220,3 ± 47,90 x 105) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD3+CD4+ 

quando comparado ao grupo controle (CCR5Sham) (9,9 ± 2,22 x 105) (Figura 23A). Os animais 

CCR5CEC Treg (162,3 ± 32,20 x 105) e CCR5CEC CD4+ (229,0 ± 18,17 x 105) também 

apresentaram número significativamente maior de células T CD3+CD4+ quando comparados 

ao grupo CCR5Sham (Figura 23A).  

 Em relação à população de linfócitos T CD8+, os resultados evidenciaram que animais 

do grupo WTCEC apresentaram número significativamente maior destas células (140,6± 0,49 x 

105) quando comparado aos animais do grupo controle (WTSham) (14,5 ± 0,84x 105) (Figura 

23C). De modo semelhante, animais CCR5CEC apresentaram maior número de linfócitos T 

CD8+ (170,2 ± 30,72 x 105) em comparação com animais do grupo CCR5Sham (14,9 ± 1,62 x 

105) (Figura 23C). Animais CCR5CEC Treg (196,5 ± 12,62 x 105) e CCR5CEC CD4+ (186,9 ± 

55,31 x 105) também apresentaram maior número de linfócitos T CD3+CD8+ quando 

comparados ao grupo CCR5Sham (Figura 23C). Os resultados evidenciaram que animais do 

grupo CCR5CEC apresentaram maior número de linfócitos T CD3+CD8+ nos linfonodos 

quando comparado com animais do grupo WTCEC, porém esta diferença não foi significativa 

(Figura 23C). 

 Em relação aos linfócitos B, os dados demonstraram que animais WTCEC (63,7 ± 8,65 

x 105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos B em comparação com 

animais WTSham (0,3 ± 0,08 x 105) (Figura 23E). De modo semelhante, animais CCR5CEC 

(18,2 ± 5,99 x 105) apresentaram maior número de linfócitos B em comparação com animais 

CCR5Sham (4,0 ± 0,07 x 105), porém esta diferença não foi significativa (Figura 23E). Animais 

CCR5CEC Treg (51,4 ± 7,07 x 105) e CCR5CEC CD4+ (72,5 ± 7,95 x 105) apresentaram maior 

número (P < 0,05) de linfócitos CD19+ quando comparado aos grupos CCR5CEC (18,2 ± 5,99 

x 105) e CCR5Sham (4,0 ± 0,07 x 105) (Figura 22E). Número significativamente maior de 

linfócitos B foi isolado dos linfonodos de animais WTCEC quando comparado com animais 

CCR5CEC (Figura 23E). 
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11.4. Análise de linfócitos após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados evidenciaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD3+CD4+ nos 

linfonodos de animais WTCEC (124,1 ± 10,03 x 105) quando comparado ao grupo controle 

(WTSham) (9,5 ± 6,59 x 105) (Figura 23B). De modo semelhante, animais CCR5CEC (331,7 ± 

46,25 x 105), CCR5CEC Treg (283,7 ± 77,25 x 105), CCR5CEC CD4+ (345,1 ± 71,22 x 105) e 

CCR5CEC CD8+ (328,7 ± 40,15 x 105) apresentaram número significativamente maior de 

linfócitos T CD3+CD4+ em comparação com animais CCR5Sham (6,4 ± 2,23 x 105) (Figura 

23B). Ademais, animais CCR5CEC também apresentaram número significativamente maior de 

linfócitos T CD3+CD4+ em relação ao grupo WTCEC (Figura 23B).  

 Animais WTCEC (158,9 ± 48,76 x 105) apresentaram número significativamente maior 

de células T CD3+CD8+ quando comparado com animais do grupo controle (WTSham) (6,3 ± 

2,04 x 105) (Figura 23D). De modo semelhante, animais CCR5CEC (167,6 ± 57,48 x 105), 

CCR5CEC Treg (154,2 ± 34,40 x 105), CCR5CEC CD4+ (175,9 ± 57,75 x 105) e CCR5CEC CD8+ 

(142,1 ± 9,38 x 105) apresentaram maior número de linfócitos T CD8+ em comparação com 

animais CCR5Sham (2,7 ± 0,63 x 105) (Figura 23D).  

 Animais WTCEC apresentaram maior número de linfócitos B (39,6 ± 19,03 x 105) nos 

linfonodos quando comparado ao grupo controle (WTSham) (1,0 ± 0,69 x 105) (Figura 23F). De 

modo semelhante, número significativamente maior de linfócitos CD19+ foi isolado dos 

linfonodos de animais CCR5CEC (24,3 ± 14,07 x 105), CCR5CEC Treg (18,3 ± 6,03 x 105), 

CCR5CEC CD4+ (70,6 ± 12,53 x 105) e CCR5CEC CD8+ (43,7 ± 1,68 x 105) em relação aos animais 

CCR5Sham (1,6 ± 1,05 x 105) (Figura 23F). Apenas nos linfonodos do grupo CCR5CEC CD4+ 

detectou-se número significativamente maior de células B, quando comparado com o grupo 

CCR5CEC (24,3 ± 14,07 x 105) (Figura 23F). Animais do grupo WTCEC apresentaram maior 

número de células B quando comparado com animais do grupo CCR5CEC, porém esta 

diferença não foi significativa (Figura 23F). 
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Figura 23. Análise de linfócitos no linfonodo. As colunas representam a média ± SD do 
número de linfócitos CD3+CD4+ (A-B), linfócitos CD3+CD8+ (C-D) e linfócitos CD19+ (E-F). 
Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados 
pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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12. Fenotipagem de linfócitos T no linfonodo 

12.1. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ após 16 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados demonstraram que animais WTCEC (140,2 ± 3,09 x 105) apresentaram 

número significativamente maior de linfócitos T CD4+CD28+ quando comparado ao grupo 

controle (WTSham) (6,0 ± 0,02 x 105) (Figura 24A). De modo contrário, os resultados não 

demonstraram diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+CD28+ nos 

linfonodos de animais CCR5CEC (28,0 ± 14,54 x 105) quando comparado com o grupo 

CCR5Sham (6,4 ± 0,47 x 105) (Figura 24A). No entanto, os resultados evidenciaram maior 

número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+CD28+ nos linfonodos de animais CCR5CEC Treg 

(132,8± 29,11 x 105) e CCR5CEC CD4+ (149,4± 38,75 x 105) em relação aos grupos CCR5CEC e 

CCR5Sham (Figura 24A). Ademais, animais do grupo WTCEC apresentaram maior número de 

linfócitos T CD4+CD28+ quando comparado com animais do grupo CCR5CEC. 

 Em relação ao número de células T CD4+CD62L+, os dados evidenciaram número 

significativamente maior destes linfócitos isolados dos linfonodos de animais WTCEC (143,1 ± 

1,03 x 105) e CCR5CEC (144,4 ± 42,43 x 105) quando comparado aos respectivos controles 

[WTSham (9,2 ± 0,31 x 105) e CCR5Sham (31,0 ± 1,24 x 105)] (Figura 24C). De modo 

semelhante, animais CCR5CEC Treg (141,7 ± 44,41 x 105) e CCR5CEC CD4+ (283,4± 23,10 x 105) 

apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+CD62L+ em relação ao grupo 

CCR5Sham (Figura 24C). Ademais, o número de linfócitos T CD4+CD62L+ nos linfonodos de 

animais CCR5CEC CD4+ foi estatisticamente maior ao detectado no grupo CCR5CEC (Figura 

24C).  

 Em relação à expressão de CD25, observou-se que o grupo WTCEC (37,5 ± 0,48 x 105) 

apresentou maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+ expressando este marcador quando 

comparado com animais WTSham (0,6 ± 0,13 x 105) (Figura 24E). De modo semelhante, 

animais CCR5CEC (40,9 ± 13,35 x 105) apresentaram número significativamente maior de 

linfócitos TCD4+CD25+ em relação ao grupo CCR5Sham (0,8 ± 0,07 x 105) (Figura 24E). Ao 

contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (15,5 ± 0,78 x 105), os animais CCR5CEC Treg (46,6 ± 8,90 

x 105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4+CD25+ quando 

comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 24E).  

As células T CD4+CD45RB+ foram detectadas em número significativamente maior 

nos linfonodos de animais WTCEC (154,9 ± 1,29 x 105) quando comparado aos animais 
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WTSham (3,0 ± 0,02 x 105) (Figura 24G). De modo semelhante, maior número destas células 

foi detectado nos linfonodos de animais CCR5CEC (295,0 ± 53,21 x 105), CCR5CEC Treg 

(286,2± 64,73 x 105) e CCR5CEC CD4+ (234,0± 28,19 x 105) quando comparados com o grupo 

controle (CCR5Sham) (22,0 ± 0,70 x 105) (Figura 24G). Os resultados evidenciaram maior 

número de linfócitos T CD4+CD45RB+ nos linfonodos de animais CCR5CEC em comparação 

com o grupo WTCEC (Figura 24G). 

 O número de linfócitos T CD4+CD152+ foi maior (P < 0,05) nos linfonodos de 

animais WTCEC (4,2 ± 1,03 x 105) quando comparado com o grupo controle (WTSham) (0,7 ± 

0,01 x 105) (Figura 24I). Animais CCR5CEC e CCR5Sham apresentaram baixo número de 

linfócitos T CD4+CD152+ (3,2 ± 0,36 x 105) e (0,2 ± 0,02 x 105) nos linfonodos (Figura 24I). 

Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (5,0 ± 2,10 x 105), os animais CCR5CEC Treg (5,3± 

1,83 x 105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4+CD152+ 

quando comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 24I).  

 A análise da expressão de CCL4 por linfócitos T CD4+ evidenciou número 

significativamente maior de células positivas para essa quimiocina nos linfonodos de animais 

WTCEC (10,9 ± 0,09 x 105) quando comparado com grupo controle (WTsham) (0,6 ± 0,03x 105) 

(Figura 25A). De modo contrário, detectou-se número similar de células T CD4+CCL4+ nos 

linfonodos de animais CCR5CEC (1,1 ± 0,22 x 105) e CCR5Sham (1,0 ± 0,03 x 105) (Figura 

25A). No entanto, animais CCR5CEC Treg (11,9 ± 1,95 x 105) e CCR5CEC CD4+ (7,6 ± 0,26 x 105) 

apresentaram maior número (P < 0,05) de células T CD4+ expressando CCL4 quando 

comparados ao grupo CCR5Sham (Figura 25A). Ademais, o grupo CCR5CEC Treg também 

apresentou número significativamente maior de linfócitos T CD4+CCL4+ quando comparado 

ao grupo CCR5CEC (Figura 25A). Os resultados também evidenciaram que animais WTCEC 

apresentaram número significativamente maior de células T CD4+CCL4+ em relação aos 

animais CCR5CEC.  

 Em relação à expressão de Foxp3, observou-se que o grupo WTCEC (3,1 ± 1,97 x 105) 

apresentou maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+ expressando este marcador quando 

comparado com animais WTSham (0,1 ± 0,06 x 105) (Figura 25C). De modo semelhante, 

animais CCR5CEC (2,1 ± 0,95 x 105), CCR5CEC Treg (2,5 ± 1,70 x 105) e CCR5CEC CD4+ (4,4 ± 

1,06 x 105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4+Foxp3+ em 

relação ao grupo CCR5Sham (0,07 ± 0,06 x 105) (Figura 25C). No entanto, apenas o grupo 
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CCR5CEC Treg apresentou maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+ quando 

comparado ao grupo CCR5CEC. 

 

12.2. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ após 35 semanas de carcinogênese química 

 A análise da expressão de CD28 por linfócitos T CD4+ evidenciou maior número de 

células expressando este marcador nos linfonodos de animais dos grupos WTCEC (82,8 ± 1,41 

x 105) e CCR5CEC (171,0 ± 31,77 x 105) quando comparado com os respectivos controles 

[WTsham (2,6 ± 0,67x 105) e CCR5Sham (1,3 ± 0,45 x 105)] (Figura 24B). Animais CCR5CEC Treg 

(186,8 ± 19,80 x 105), CCR5CEC CD4+ (133,0 ± 10,31 x 105) e CCR5CEC CD8+ (158,1 ± 17,01 x 

105) também apresentaram maior número de células T CD4+CD28+ quando comparado com 

animais do grupo controle (CCR5Sham) (Figura 24B). 

 Os resultados mostraram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+CD62L+ 

isolados dos linfonodos de animais WTCEC (55,5 ± 11,33 x 105) e CCR5CEC (74,01 ± 5,00 x 

105) quando comparados com os respectivos controles [WTSham (2,8 ± 0,72 x 105) e CCR5Sham 

(3,18 ± 0,21 x 105)] (Figura 24D). Animais CCR5CEC Treg (226,7 ± 34,59 x 105), CCR5CEC CD4+ 

(164,4 ± 32,46 x 105) e CCR5CEC CD8+ (215,9 ± 4,23 x 105) apresentaram número 

significativamente maior de células T CD4+CD62L+ em relação aos animais CCR5Sham. No 

entanto, apenas os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD8+ mostraram maior número (P < 0,05) 

de linfócitos T CD4+CD62L+ quando comparados ao grupo CCR5CEC. 

 Baixo número de linfócitos TCD4+CD25+ foi detectado nos linfonodos de animais 

WTCEC (4,6 ± 1,94 x 105) e WTSham (1,2 ± 1,43 x 105) (Figura 24F). De modo contrário, 

animais CCR5CEC (65,5 ± 8,65 x 105), CCR5CEC Treg (70,6± 13,80 x 105), CCR5CEC CD4+ (62,7± 

5,52 x 105) e CCR5CEC CD8+(57,7 ± 6,35 x 105) apresentaram número significativamente maior 

de linfócitos T CD4+CD25+ em relação ao grupo CCR5Sham (1,4 ± 0,02 x 105) (Figura 24F). 

Os dados também mostraram número significativamente maior de linfócitos T CD4+ 

expressando CD25 nos linfonodos de animais CCR5CEC quando comparado com animais 

WTCEC. 

 O número de linfócitos T CD4+CD45RB+ nos linfonodos de animais WTCEC (123,8 ± 

12,48 x 105) foi significativamente maior ao detectado no grupo controle (WTSham) (5,5 ± 3,70 

x 105) (Figura 24H). De modo semelhante, animais CCR5CEC (181,5 ± 5,01x 105), CCR5CEC 
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Treg (229,4 ± 32,97 x 105), CCR5CEC CD4+ (167,9 ± 5,20 x 105) e CCR5CEC CD8+ (247,0 ± 29,02 x 

105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos TCD4+ expressando 

CD45RB em comparação com animais CCR5Sham (6,6 ± 0,10 x 105) (Figura 24H). Embora os 

resultados tenham evidenciado maior número de linfócitos T CD4+CD45RB+ nos linfonodos 

de animais CCR5CEC em comparação com o grupo WTCEC, esta diferença não foi significativa 

(Figura 24H). 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+CD152+ nos linfonodos de animais WTCEC (2,4 ± 0,70 x 105) e CCR5CEC 

(5,8 ± 2,52 x 105) e seus respectivos controles [WTSham (0,4 ± 0,28 x 105) e CCR5Sham (2,2 ± 

0,36 x 105)] (Figura 24J). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (6,4 ± 2,25 x 105) e 

CCR5CEC CD8+ (11,1 ± 5,70 x 105), os animais CCR5CEC Treg (9,9 ± 2,02 x 105) apresentaram 

número significativamente maior de linfócitos T CD4+ expressando CD152 do que animais 

CCR5Sham (Figura 24J). Animais CCR5CEC apresentaram maior número de células T 

CD4+CD152+ do que os animais WTCEC, porém, esta diferença não foi significativa. 

 Baixo número de linfócitos T CD4+CCL4+ foi isolado dos linfonodos de animais 

WTCEC (6,9 ± 3,14 x 105) e WTSham (0,7 ± 0,19 x 105) (Figura 25B). De modo contrário, 

animais CCR5CEC (34,6 ± 16,72 x 105), CCR5CEC Treg (28,5± 5,36 x 105), CCR5CEC CD4+ (14,8± 

1,85 x 105) e CCR5CEC CD8+ (21,0 ± 5,58 x 105) apresentaram número significativamente 

maior de linfócitos T CD4+CCL4+ em relação ao grupo CCR5Sham (1,3 ± 0,35 x 105) (Figura 

25B). Os dados também mostraram número significativamente maior de linfócitos T CD4+ 

expressando CCL4 nos linfonodos de animais CCR5CEC quando comparado aos animais 

WTCEC. 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (0,3 ± 0,22 x 105) e 

WTSham (0,3 ± 0,22 x 105) (Figura 25D). De modo contrário, animais CCR5CEC (7,0 ± 2,32 x 

105) apresentaram maior número de linfócitos T CD4+Foxp3+ quando comparado ao grupo 

controle (CCR5Sham) (0,8 ± 0,27 x 105) (Figura 25D). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg 

(6,2 ± 3,86 x 105) e CCR5CEC CD8+ (3,0 ± 1,02 x 105), animais CCR5CEC CD4+ (28,9 ± 19,99 x 

105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos TCD4+ expressando Foxp3 

quando comparado aos grupos CCR5Sham e CCR5CEC (Figura 25D). Ademais, os resultados 

evidenciaram maior número de linfócitos T CD4+Foxp3+ nos linfonodos de animais CCR5CEC 

em comparação com o grupo WTCEC.
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Figura 24. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ no linfonodo. Os linfócitos isolados dos 
linfonodos foram analisados quanto à expressão de CD62L (A-B), CD25L (C-D), CD45RB 
(E-F), CD152 (G-H). Dados representativos de três experimentos independentes. Os 
resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P<0,05. 
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Figura 25. Fenotipagem de linfócitos T CD4+ no linfonodo. Os linfócitos isolados dos 
linfonodos foram analisados quanto à expressão de CCL4 (A-B) e Foxp3 (C-D). Dados 
representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste 
de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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12.3. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ após 16 semanas de carcinogênese química 

 As células T CD8+CD28+ foram detectadas em maior número (P < 0,05) nos 

linfonodos de animais WTCEC (70,1 ± 15,40 x 105) quando comparado aos animais WTSham 

(3,0 ± 0,09 x 105) (Figura 26A). De modo semelhante, animais CCR5CEC (70,5 ± 8,39 x 105) e 

CCR5CEC CD4+ (99,0 ± 5,17 x 105) apresentaram maior número de linfócitos T CD8+CD28+ 

quando comparado com o grupo controle (CCR5Sham) (8,2 ± 0,32 x 105) (Figura 26A). Os 

dados também mostraram número significativamente maior de linfócitos T CD8+ expressando 

CD28 nos linfonodos de animais CCR5CEC quando comparado aos animais CCR5CEC Treg (18,4 

± 4,49x 105) (Figura 26A). 

 O número de linfócitos T CD8+CD62L+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC 

(164,1 ± 5,86 x 105) foi significativamente maior quando comparado ao grupo controle 

(WTSham) (9,4 ± 0,55 x 105) (Figura 26C). De modo semelhante, o número de linfócitos T 

CD8+ expressando CD62L foi significativamente maior nos linfonodos dos grupos CCR5CEC 

(86,7 ± 8,01 x 105), CCR5CEC Treg (163,0 ± 4,60 x 105) e CCR5CEC CD4+ (209,0 ± 3,02 x 105) em 

relação ao grupo CCR5Sham (23,0 ± 0,20 x 105) (Figura 26C). No entanto, apenas o grupo 

CCR5CEC CD4+ apresentou número significativamente maior de linfócitos T CD8+CD62L+ 

quando comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 26C). Embora os resultados tenham 

evidenciado maior número de linfócitos T CD4+CD62L+ nos linfonodos de animais WTCEC 

quando comparado ao grupo CCR5CEC, esta diferença não foi significativa. 

 A análise da expressão de CD25 por linfócitos T CD8+ evidenciou maior número (P < 

0,05) de células expressando este marcador nos linfonodos de animais do grupo WTCEC (10,0 

± 2,01 x 105) quando comparado com o grupo controle (WTsham) (0,8 ± 0,04 x 105) (Figura 

26E). De modo semelhante, animais CCR5CEC (16,1 ± 1,07 x 105) e CCR5CEC CD4+ (26,4 ± 

3,01 x 105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD8+CD25+ em 

relação ao grupo CCR5Sham (1,0 ± 0,06 x 105) (Figura 26E). Ao contrário dos animais 

CCR5CEC CD4+, os animais CCR5CEC Treg (4,0 ± 2,19 x 105) apresentaram menor número (P < 

0,05) de células T CD8+CD25+ quando comparado com o grupo CCR5CEC(Figura 26E). 

Embora animais CCR5CEC tenham apresentado maior número de linfócitos T CD8+ 

expressando CD25 em relação ao grupo WTCEC, esta diferença não foi significativa . 

 Os resultados mostraram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD8+CD45RB+ nos 

linfonodos de animais WTCEC (170,1 ± 3,92 x 105) e CCR5CEC (100,7 ± 12,24 x 105) em 
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relação aos respectivos controles [WTSham (7,8 ± 0,09 x 105) e CCR5Sham (12,9 ± 1,43 x 105)] 

(Figura 26G). Animais CCR5CEC Treg (192,7 ± 19,61 x 105) e CCR5CEC CD4+ (171,7 ± 52,67 x 

105) também apresentaram número significativamente maior de células T CD8+CD45RB+ em 

relação ao grupo controle (CCR5Sham) (Figura 26G). No entanto, apenas o grupo CCR5CEC Treg 

apresentou maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD8+ expressando CD45RB quando 

comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 26G). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de T 

CD8+CD152+ nos linfonodos de animais WTCEC (3,3 ± 0,19 x 105) e WTSham (1,1 ± 0,16 x 105) 

(Figura 26I). De modo contrário, animais CCR5CEC (4,5 ± 1,34 x 105) apresentaram número 

significativamente maior de linfócitos T CD8+CD152+ quando comparado com animais 

CCR5CEC Sham (0,1 ± 0,04 x 105) (Figura 26I). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (3,3 ± 

1,07 x 105), os animais CCR5CEC CD4+ (6,3 ± 1,50 x 105) apresentaram maior número de 

linfócitos T CD8+CD152+ em relação ao grupo CCR5Sham (Figura 26I).  

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD8+CCL4+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (0,5 ± 0,23 x 105) e 

CCR5CEC (1,2 ± 0,16 x 105) e seus respectivos controles [WTSham (1,2 ± 0,04 x 105) e 

CCR5Sham (0,9 ± 0,05 x 105)] (Figura 27A). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (4,2 ± 1,12 

x 105), os animais CCR5CEC CD4+ (15,0 ± 0,63 x 105) apresentaram número significativamente 

maior de linfócitos T CD8+ expressando CCL4 do que animais CCR5Sham (Figura 27A).  

 A análise da expressão de Foxp3 mostrou que, similarmente aos animais WTSham (0,2 

± 0,07 x 105), os animais WTCEC (2,0 ± 0,56 x 105) apresentaram baixo número de linfócitos T 

CD8+Foxp3+ (Figura 27C). De modo semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD8+Foxp3+ nos linfonodos de animais 

CCR5CEC (4,4 ± 0,86 x 105) e CCR5Sham (0,1 ± 0,25 x 105) (Figura 27C). Ao contrário dos 

animais CCR5CEC Treg (3,5 ± 0,92 x 105), os animais CCR5CEC CD4+ (14,7 ± 2,85 x 105) 

apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD8+ expressando Foxp3 do 

que animais CCR5Sham (Figura 27C).  
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12.4. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ após 35 semanas de carcinogênese química 

 Baixo número de linfócitos T CD8+CD28+ foi detectado nos linfonodos de animais 

WTCEC (8,8 ± 3,74 x 105) e WTSham (1,8 ± 1,14 x 105) (Figura 26B). De modo contrário, 

animais CCR5CEC (49,6 ± 15,40 x 105) apresentaram número significativamente maior de 

linfócitos T CD8+CD28+ quando comparado com o grupo CCR5Sham (0,2 ± 0,04 x 105) (Figura 

26B). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (10,7± 3,13 x 105), os grupos CCR5CEC Treg 

(50,0± 7,30 x 105) e CCR5CEC CD8+ (136,2 ± 2,65 x 105) apresentaram maior número (P < 

0,05) de linfócitos T CD8+ expressando CD28 em relação ao grupo CCR5Sham (Figura 26B). 

No entanto, apenas o grupo CCR5CEC CD8+ mostrou número significativamente maior de 

linfócitos T CD8+CD28+ quando comparado ao grupo CCR5CEC. 

 O número de linfócitos T CD8+CD62L+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC 

(52,5± 9,78 x 105) foi significativamente maior ao detectado no grupo controle (WTSham) (4,7 

± 0,14 x 105) (Figura 26D). De modo semelhante, animais CCR5CEC (26,5 ± 12,53 x 105) 

apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD8+ expressando CD62L em 

comparação com animais CCR5Sham (0,05 ± 0,07 x 105) (Figura 26D). Animais dos grupos 

CCR5CEC Treg (133,9 ± 14,03 x 105), CCR5CEC CD4+ (110,0 ± 3,35 x 105) e CCR5CEC CD8+ (131,1 

± 6,89 x 105) apresentaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD8+CD62L+ quando 

comparados aos grupos CCR5Sham e CCR5CEC (Figura 26D). 

 As células T CD8+CD25+ foram detectadas em proporções significativamente maiores 

nos linfonodos de animais WTCEC (32,0 ± 3,19 x 105) quando comparado com o grupo 

controle (WTSham) (0,3 ± 0,31 x 105) (Figura 26F). De modo contrário, número similar de 

linfócitos T CD8+CD25+ foi detectado nos linfonodos de animais CCR5CEC (2,3 ± 0,44 x 105) 

e CCR5Sham (0,9 ± 0,42 x 105) (Figura 26F). Ao contrário dos animais CCR5CEC Treg (7,4 ± 

2,45 x 105) e CCR5CEC CD4+ (9,8 ± 0,49 x 105), os animais CCR5CEC CD8+ (15,2 ± 4,45 x 105) 

apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD8+CD25+ quando 

comparado com animais CCR5Sham. Os resultados evidenciaram maior número (P < 0,05) de 

linfócitos T CD8+CD25+ nos linfonodos de animais WTCEC quando comparado ao grupo 

CCR5CEC. 

 Os resultados mostraram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD8+CD45RB+ nos 

linfonodos de animais WTCEC (120,0 ± 11,68 x 105) e CCR5CEC (234,1 ± 55,66 x 105) quando 

comparados com os respectivos controles [WTSham (6,8 ± 1,95 x 105) e CCR5Sham (11,3 ± 0,41 
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x 105)] (Figura 26H). Animais CCR5CEC Treg (211,5 ± 41,12 x 105), CCR5CEC CD4+ (124,8 ± 

4,84 x 105) e CCR5CEC CD8+ (143,7 ± 4,40 x 105) também apresentaram número 

significativamente maior de células T CD8+CD45RB+ em relação aos animais do grupo 

controle (CCR5Sham).  

 A análise da expressão de CD152 mostrou que, similarmente aos animais WTSham (0,6 

± 0,50 x 105), os animais WTCEC (1,2 ± 0,64 x 105) apresentaram baixo número de linfócitos T 

CD8+CD152+ (Figura 26J). De modo semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD8+CD152+ nos linfonodos de animais 

CCR5CEC (2,8 ± 1,49 x 105) e CCR5Sham (1,3 ± 0,40 x 105) (Figura 26J). Ao contrário dos 

animais CCR5CEC Treg (2,8 ± 2,17 x 105), os animais CCR5CEC CD4+ (6,1 ± 1,59 x 105) e 

CCR5CEC CD8+ (12,0 ± 5,93 x 105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos 

T CD8+ expressando CD152 do que animais CCR5Sham (Figura 26J).  

 Baixo número de linfócitos T CD8+CCL4+ foi isolado dos linfonodos de animais 

WTCEC (0,9 ± 0,51 x 105) e WTSham (0,3 ± 0,35 x 105) (Figura 27B). De modo contrário, 

animais CCR5Sham (1,4 ± 0,59 x 105) apresentaram número significativamente menor de 

linfócitos T CD8+CCL4+ em relação aos grupos CCR5CEC (69,6 ± 18,84 x 105) e CCR5CEC 

CD4+ (23,6± 4,22 x 105) (Figura 27B). Animais dos grupos CCR5CEC Treg (15,4 ± 5,37 x 105) e 

CCR5CEC CD8+ (14,2 ± 1,67 x 105) apresentaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD8+CCL4+quando comparados com o grupo CCR5CEC (Figura 27B). 

 Animais WTCEC (90,4 ± 26,36 x 105) apresentaram maior número (P < 0,05) de 

linfócitos T CD8+Foxp3+ quando comparado ao grupo controle (WTSham) (0,4 ± 0,18 x 105) 

(Figura 27D). De modo contrário, os resultados não evidenciaram diferenças significativas em 

relação ao número de linfócitos T CD8+Foxp3+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC 

(12,3 ± 2,54 x 105), CCR5CEC Treg (1,6 ± 0,64 x 105), CCR5CEC CD4+ (4,1 ± 1,16 x 105), 

CCR5CEC CD8+ (11,2 ± 2,22 x 105) e CCR5Sham (0,6 ± 0,20 x 105) (Figura 27D). Maior número 

de linfócitos T CD8+Foxp3+ foi isolado dos linfonodos de animais WTCEC em comparação 

com o grupo CCR5CEC. 
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Figura 26. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ no linfonodo. Os linfócitos isolados dos 
linfonodos foram analisados quanto à expressão de CD28 (A-B), CD62L (C-D), CD25 (E-F), 
CD45RB (G-H) e CD152 (I-J). Dados representativos de três experimentos independentes. Os 
resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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Figura 27. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ no linfonodo. Os linfócitos isolados dos 
linfonodos foram analisados quanto à expressão de CCL4 (A-B) e Foxp3 (C-D). Dados 
representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste 
de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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13. Fenotipagem de células T reguladoras – T CD4+Foxp3+ - no linfonodo 

13.1. Fenotipagem de células T reguladoras após 16 semanas de carcinogênese química 

 O número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ foi similar nos linfonodos de animais 

WTCEC (28,1 ± 2,46 x 104) e CCR5CEC (18,9 ± 0,59 x 104) (Figura 28A). Embora os resultados 

tenham evidenciado menor número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ nos linfonodos de 

animais CCR5CEC (18,9 ± 0,59 x 104) em comparação com os grupos CCR5CEC Treg (25,6± 

10,10 x 104) e CCR5CEC CD4+ (26,3 ± 1,36 x 104), esta diferença não foi significativa (Figura 

28A). 

 A análise da expressão de CD45RB mostrou que animais WTCEC (31,6 ± 16,21 x 104) 

e CCR5CEC (20,3 ± 0,03 x 104) apresentaram número similar de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD45RB+ (Figura 28C). De modo semelhante, os resultados não evidenciaram 

diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ 

isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC Treg (34,5 ± 16,92 x 104) e CCR5CEC CD4+ (45,0 ± 

1,33 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 28C). 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (28,9 ± 14,18 x 

104) e CCR5CEC (18,0 ± 1,00 x 104) (Figura 28E). Embora os resultados tenham mostrado 

menor número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ nos linfonodos de animais CCR5CEC 

(18,0 ± 1,00 x 104) em comparação com os grupos CCR5CEC Treg (31,2 ± 16,44 x 104) e 

CCR5CEC CD4+ (38,0 ± 2,25 x 104), esta diferença não foi significativa (Figura 28E). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (14,5 ± 1,75 x 

104) e CCR5CEC (18,0 ± 0,20 x 104) (Figura 28G). De modo semelhante, não se detectou 

diferença significativa em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ nos 

linfonodos de animais CCR5CEC Treg (24,6 ± 8,32 x 104) e CCR5CEC CD4+ (29,7 ± 2,78 x 104) 

em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 28G). No entanto, animais CCR5CEC CD4+ apresentaram 

maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ quando comparado com o grupo 

WTCEC. 

 Animais WTCEC (29,5 ± 1,10 x 104) apresentaram maior número (P < 0,05) de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD154+ quando comparado com animais CCR5CEC (15,5 ± 0,61 x 
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104) (Figura 28I). No entanto, os resultados não mostraram diferenças significativas em 

relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD154+ isolados dos linfonodos de animais 

CCR5CEC Treg (20,8 ± 5,28 x 104) e CCR5CEC CD4+ (23,6 ± 2,69 x 104) em relação ao grupo 

CCR5CEC (Figura 27I).  

 

13.2. Fenotipagem de células T reguladoras após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados mostraram que os animais WTCEC (4,4 ± 0,53 x 104) apresentaram 

menor número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ quando comparado ao grupo CCR5CEC 

(69,9 ± 28,39 x 104) (Figura 28B). No entanto, os resultados não demonstraram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RA+ nos linfonodos de 

animais CCR5CEC Treg (64,3 ± 26,39 x 104), CCR5CEC CD4+ (67,0 ± 1,36 x 104) e CCR5CEC CD8+ 

(20,1 ± 2,29 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 28B). Os dados também 

demonstraram número significativamente maior de células T CD4+Foxp3+CD45RA+ nos 

linfonodos de animais CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ quando comparados ao grupo WTCEC.  

 Os resultados demonstraram que animais CCR5CEC (50,1 ± 6,07 x 104) apresentaram 

maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ quando comparado ao grupo 

WTCEC (5,9 ± 2,54 x 104) (Figura 28D). Os resultados não demonstraram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ nos linfonodos de 

animais CCR5CEC Treg (25,8 ± 11,85 x 104), CCR5CEC CD4+ (96,2 ± 8,56 x 104) e CCR5CEC CD8+ 

(36,2 ± 13,59 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 28D). Detectou-se menor número 

(P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD45RB+ nos linfonodos do grupo WTCEC quando 

comparado ao grupo CCR5CEC CD4+. 

 Animais CCR5CEC (76,7 ± 20,64 x 104) apresentaram número significativamente maior 

de linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ quando comparado com animais WTCEC (4,3 ± 0,44 x 

104) (Figura 28F). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (75,2 ± 8,58 x 104) e CCR5CEC 

CD8+ (35,3 ± 12,69 x 104), o grupo CCR5CEC Treg (14,4 ± 3,39 x 104) apresentou número 

significativamente menor de linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ quando comparado ao grupo 

CCR5CEC (Figura 28F). Os resultados também evidenciaram menor número (P < 0,05) de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD62L+ nos linfonodos de animais WTCEC quando comparado com o 

grupo CCR5CEC CD4+. 
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 As células T CD4+Foxp3+CD69+ foram detectadas em maior número (P < 0,05) nos 

linfonodos de animais CCR5CEC (70,1 ± 5,86 x 104) quando comparado aos animais WTCEC 

(5,6 ± 1,90 x 104) (Figura 28H). No entanto, os resultados não demonstraram diferenças 

significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ nos linfonodos de 

animais CCR5CEC Treg (44,6 ± 18,67 x 104), CCR5CEC CD4+ (78,6 ± 16,34 x 104) e CCR5CEC 

CD8+ (34,6 ± 12,79 x 104) em relação ao grupo CCR5CEC(Figura 28H). Menor número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD69+ (P < 0,05) foi isolado dos linfonodos do grupo WTCEC 

quando comparado ao grupo CCR5CEC CD4+. 

 Os linfócitos T CD4+Foxp3+CD154+ foram isolados em maior número nos linfonodos 

de animais CCR5CEC (65,1 ± 25,51 x 104) quando comparado aos animais WTCEC (4,5 ± 0,67 

x 104) (Figura 28J). Ademais, os resultados não demonstraram diferenças significativas em 

relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD154+ nos linfonodos de animais CCR5CEC 

Treg (85,8 ± 3,28 x 104), CCR5CEC CD4+ (134,6 ± 50,27 x 104) e CCR5CEC CD8+ (19,5 ± 4,28 x 

104) em relação ao grupo CCR5CEC (65,1 ± 25,51 x 104) (Figura 28J). No entanto, os 

resultados evidenciaram maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CD154+ nos 

grupos CCR5CEC Treg (85,8 ± 3,28 x 104) e CCR5CEC CD4+ (134,6 ± 50,27 x 104) quando 

comparados com o grupo WTCEC (4,5 ± 0,67 x 104) (Figura 28J). 
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Figura 28. Fenotipagem de células T reguladoras no linfonodo. Os linfócitos isolados dos 
linfonodos foram analisados quanto à expressão de (A-B) CD45RA, (C-D) CD45RB, (E-F) 
CD62L, (G-H) CD69 e (I-J) CD154. Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P< 0,05. 
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14. Expressão de marcadores constitutivos ou relacionados com a atividade supressora 

de células T reguladoras 

14.1. Expressão de marcadores constitutivos ou relacionados com atividade supressora 

de células T reguladoras após 16 semanas de carcinogênese química 

 O número de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ foi similar nos linfonodos de animais 

WTCEC (29,5 ± 14,17 x 104) e CCR5CEC (19,6 ± 0,54 x 104) (Figura 29A). Embora os 

resultados tenham evidenciado menor número de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ nos 

linfonodos de animais CCR5CEC (19,6 ± 0,54 x 104) em comparação com os grupos CCR5CEC 

Treg (33,1 ± 16,62 x 104) e CCR5CEC CD4+ (41,6 ± 0,35 x 104), esta diferença não foi 

significativa (Figura 29A). 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ isolados do linfonodo de animais WTCEC (29,9 ± 6,75 x 104) 

e CCR5CEC (16,4 ± 2,62 x 104) (Figura 29C). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (27,9 ± 

3,06 x 104), os animais CCR5CEC Treg (31,2 ± 5,75 x 104) apresentaram maior número (P < 

0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ quando comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 

29C).  

 Em relação à expressão de CD103, detectou-se número similar de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD103+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (14,7 ± 2,48 x 104) e 

CCR5CEC (18,4 ± 0,27 x 104) (Figura 29E). Detectou-se menor número (P < 0,05) de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC quando 

comparado aos grupos CCR5CEC Treg (32,6 ± 16,41 x 104) e CCR5CEC CD4+ (41,0 ± 0,43 x 104) 

(Figura 29E). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (26,8 ± 8,72 x 

104) e CCR5CEC (17,6 ± 1,06 x 104) (Figura 29G). Ao contrário do grupo CCR5CEC CD4+ (31,6 

± 0,83 x 104), o grupo CCR5CEC Treg (42,1 ± 5,00 x 104) apresentou maior número (P < 0,05) 

de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ em comparação com o grupo CCR5CEC (Figura 29G).  

 Os resultados mostraram que os animais WTCEC (35,2 ± 3,65 x 104) apresentaram 

maior número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ quando comparado ao grupo 

CCR5CEC (14,5 ± 3,10 x 104) (Figura 29I). No entanto, os resultados não mostraram 
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diferenças significativas em relação ao número de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ isolados 

dos linfonodos de animais CCR5CEC Treg (35,6 ± 9,47 x 104) e CCR5CEC CD4+ (31,1 ± 3,34 x 

104) em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 29I).  

 

14.2. Expressão de marcadores constitutivos ou relacionados com atividade supressora 

de células T reguladoras após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados mostraram que os animais CCR5CEC (54,9 ± 1,57 x 104) apresentaram 

maior número de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ quando comparado ao grupo WTCEC (5,7 ± 

2,65 x 104) (Figura 29B). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas no número 

de linfócitos T CD4+Foxp3+GITR+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC Treg (29,3 ± 

8,61 x 104), CCR5CEC CD4+ (80,9 ± 20,70 x 104) e CCR5CEC CD8+ (35,9 ± 13,73 x 104) quando 

comparados ao grupo CCR5CEC (Figura 29B). No entanto, detectou-se maior número (P < 

0,05) de células T CD4+Foxp3+GITR+ nos linfonodos de animais CCR5CEC CD4+ quando 

comparado com o grupo WTCEC. 

 Maior número de linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ foi isolado dos linfonodos de 

animais CCR5CEC (59,8 ± 25,63 x 104) quando comparado ao grupo WTCEC (4,0 ± 0,23 x 104) 

(Figura 29D). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas no número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+LAG-3+ em animais CCR5CEC Treg (63,3 ± 30,45 x 104), CCR5CEC 

CD4+ (134,3 ± 29,81 x 104) e CCR5CEC CD8+ (22,6 ± 1,52 x 104) quando comparados ao grupo 

CCR5CEC (Figura 29D). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD8+ (22,6 ± 1,52 x 104), os 

grupos CCR5CEC Treg (63,3 ± 30,45 x 104) e CCR5CEC CD4+ (134,3 ± 29,81 x 104) apresentaram 

maior número (P < 0,05) de células T CD4+Foxp3+LAG-3+ em relação ao grupo WTCEC 

(Figura 29D). 

 Os resultados demonstraram número significativamente maior de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD103+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC (48,3 ± 5,94 x 104) quando 

comparado ao grupo WTCEC (4,5 ± 2,74 x 104) (Figura 29F). Os resultados não evidenciaram 

diferenças significativas no número de linfócitos T CD4+Foxp3+CD103+ em animais 

CCR5CEC Treg (37,4 ± 9,82 x 104), CCR5CEC CD4+ (78,5 ± 6,95 x 104) e CCR5CEC CD8+ (21,7 ± 

2,10 x 104) quando comparados ao grupo CCR5CEC (48,3 ± 5,94 x 104) (Figura 29F). 

Ademais, o grupo CCR5CEC CD4+ apresentou número significativamente maior de linfócitos T 

CD4+Foxp3+CD103+ quando comparado ao grupo WTCEC. 
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 Animais CCR5CEC (61,7 ± 28,35 x 104) apresentaram número significativamente maior 

de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ quando comparado com animais WTCEC (4,4 ± 0,99 x 

104) (Figura 29H). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas no número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC Treg (71,8 ± 

27,59 x 104), CCR5CEC CD4+ (166,1 ± 26,30 x 104) e CCR5CEC CD8+ (28,0 ± 13,00 x 104) 

quando comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 29H). Os resultados também evidenciaram 

menor número (P < 0,05) de linfócitos T CD4+Foxp3+CTLA-4+ isolados do grupo WTCEC 

quando comparado com os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+. 

 Os resultados demonstraram número significativamente maior de linfócitos T 

CD4+Foxp3+PD-1+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC (71,6 ± 28,55 x 104) quando 

comparado com o grupo WTCEC (4,5 ± 1,03 x 104) (Figura 29J). Os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas no número de linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+isolados 

dos animais CCR5CEC Treg (64,2 ± 31,29 x 104), CCR5CEC CD4+ (134,4 ± 31,70 x 104) e 

CCR5CEC CD8+ (17,3 ± 7,36 x 104) quando comparados ao grupo CCR5CEC (71,6 ± 28,55 x 104) 

(Figura 29J). Ademais, o grupo WTCEC apresentou número significativamente menor de 

linfócitos T CD4+Foxp3+PD-1+ quando comparado aos grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+. 
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Figura 29. Fenotipagem de T reguladoras no linfonodo. Os linfócitos isolados dos 
linfonodos foram analisados quanto à expressão de (A-B) GITR, (C-D) LAG-3, (E-F) CD103, 
(G-H) CTLA-4 e (I-J) PD-1. Dados representativos de três experimentos independentes. Os 
resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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15. Perforina e granzima em linfócitos T CD8+ no linfonodo 

15.1. Perforina e granzima em linfócitos T CD8+ após 16 semanas de carcinogênese 

química 

 Os resultados demonstraram número significativamente maior de linfócitos T 

CD8+Perforina+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (16,1 ± 0,69 x 105) quando 

comparado aos animais CCR5CEC (3,10 ± 0,12 x 105) (Figura 30A). O número de linfócitos T 

CD8+ expressando perforina isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC foi menor (P < 

0,05) em relação aos grupos CCR5CEC Treg (16,9 ± 1,79 x 105) e CCR5CEC CD4+ (19,7 ± 4,96 x 

105) (Figura 30A). 

 Os resultados demonstraram número significativamente maior de linfócitos T CD8+ 

expressando granzima nos linfonodos de animais WTCEC (110,5 ± 36,87 x 105) quando 

comparado com animais CCR5CEC (26,8 ± 4,58 x 105) (Figura 30C). Os resultados não 

mostraram diferenças significativas no número de linfócitos T CD8+Granzima+ em animais 

CCR5CEC Treg (4,29 ± 2,35 x 105) e CCR5CEC CD4+ (5,2 ± 1,07 x 105) quando comparados ao 

grupo CCR5CEC (Figura 30C). No entanto, os grupos CCR5CEC Treg (4,29 ± 2,35 x 105) e 

CCR5CEC CD4+ (5,2 ± 1,07 x 105) apresentaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T 

CD8+Granzima+ quando comparados com o grupo WTCEC (Figura 30C). 
 

15.2. Perforina e granzima em linfócitos T CD8+ após 35 semanas de carcinogênese 

química 

 Os resultados demonstraram número significativamente maior de linfócitos T 

CD8+Perforina+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC (12,1 ± 1,18 x 105) quando 

comparado aos animais WTCEC (5,3 ± 0,25 x 105) (Figura 30B). No entanto, os resultados não 

mostraram diferenças significativas no número de linfócitos T CD8+ expressando perforina 

dos animais CCR5CEC Treg (9,9 ± 0,31 x 105), CCR5CEC CD4+ (10,4 ± 0,50 x 105) e CCR5CEC 

CD8+ (13,5 ± 4,56 x 105) quando comparados ao grupo CCR5CEC (Figura 30C). 

 Os resultados mostraram que os animais CCR5CEC (338,2 ± 32,01 x 105) apresentaram 

número significativamente maior de linfócitos T CD8+granzima+ quando comparado ao grupo 

WTCEC (5,1 ± 0,60 x 105) (Figura 30D). De modo semelhante, animais CCR5CEC Treg (45,1 ± 

10,37 x 105), CCR5CEC CD4+ (65,9 ± 13,99 x 105) e CCR5CEC CD8+ (53,9 ± 4,06 x 105) 

apresentaram menor número (P < 0,05) de linfócitos T CD8+ expressando granzima quando 

comparado com o grupo CCR5CEC (Figura 30D).  
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Figura 30. Fenotipagem de linfócitos T CD8+ no linfonodo. As colunas representam o 
número de linfócitos isolados dos linfonodos expressando perforina (A-B) e granzima (C-D). 
Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados 
pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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16. Expressão de Fas e FasL em linfócitos do linfonodo 

16.1. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD4+ após 16 semanas de carcinogênese 

química 

 O número de linfócitos T CD4+Fas+ isolados dos linfonodos de animais WT CEC (129,8 

± 8,65 x 105) foi significativamente maior ao encontrado em animais CCR5CEC (30,7 ± 0,86 x 

105) (Figura 31A). Animais CCR5CEC (30,7 ± 0,86 x 105) apresentaram número 

significativamente menor de linfócitos T CD4+ expressando Fas em comparação com animais 

CCR5CEC Treg (192,3 ± 19,86 x 105) e CCR5CEC CD4+ (176,9 ± 4,51 x 105) (Figura 31A). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+ expressando FasL isolados dos linfonodos de animais WTCEC (2,6 ± 0,24 x 

105) e CCR5CEC (0,5 ± 0,10 x 105) (Figura 31C). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+ (6,5 

± 2,42 x 105), animais CCR5CEC Treg (4,3 ± 0,70 x 105) apresentaram número 

significativamente maior de linfócitos T CD4+CD178+ quando comparado ao grupo CCR5CEC 

(Figura 31C). 

 

16.2. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD4+ após 35 semanas de carcinogênese 

química 

 Os resultados não mostraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+ expressando Fas isolados dos linfonodos de animais WTCEC (47,6 ± 10,95 x 

105) e CCR5CEC (26,0± 10,90 x 105) (Figura 31B). Os animais CCR5CEC Treg (211,2 ± 11,25 x 

105), CCR5CEC CD4+ (131,3 ± 20,41 x 105) e CCR5CEC CD8+ (138,2 ± 36,72 x 105) apresentaram 

número significativamente maior de linfócitos T CD4+CD95+ quando comparado aos grupos 

WTCEC e CCR5CEC (Figura 31B). 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 

linfócitos T CD4+CD178+ isolados dos linfonodos de animais WTCEC (2,6 ± 1,05 x 105) e 

CCR5CEC (0,8 ± 0,16 x 105) (Figura 31D). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD8+ (4,7 ± 0,79 

x 105), os animais dos grupos CCR5CEC Treg (15,2 ± 2,34 x 104) e CCR5CEC CD4+ (10,2 ± 1,33 x 

105) apresentaram número significativamente maior de linfócitos T CD4 expressando FasL 

quando comparados ao grupo CCR5CEC (Figura 31D). No entanto, apenas o grupo CCR5CEC 

Treg apresentou maior número de linfócitos T CD4+CD178+ quando comparado com o grupo 

WTCEC. 
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Figura 31. Análise da expressão de Fas e FasL por linfócitos T CD4+ do linfonodo. As 
colunas representam o número de linfócitos isolados dos linfonodos expressando de 
CD95/Fas (A-B) e CD178/FasL (C-D). Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P< 0,05. 
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16.3. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD8+ após 16 semanas de carcinogênese 
química 

 O número de linfócitos T CD8+ expressando Fas isolado dos linfonodos de animais 
WTCEC (134,7 ± 7,14 x 105) foi significativamente maior ao encontrado em animais CCR5CEC 

(85,1 ± 5,70 x 105) (Figura 32A). No entanto, os resultados não mostraram diferenças 
significativas no número de linfócitos T CD8+CD95+ isolados dos linfonodos de animais 
CCR5CEC Treg (47,4 ± 9,00 x 105) e CCR5CEC CD4+ (144,9 ± 53,19 x 105) quando comparados 
ao grupo CCR5CEC (Figura 32A). 

 Os resultados demonstraram maior número de linfócitos T CD8+ expressando FasL 
isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC (13,2 ± 5,73 x 105) quando comparado aos 
animais WTCEC (4,5 ± 1,36 x 105), porém esta diferença não foi significativa (Figura 32C). De 
modo semelhante, não se detectou diferenças significativas em relação ao número de 
linfócitos T CD8+CD178+ em animais CCR5CEC Treg (2,8 ± 1,00 x 105) e CCR5CEC CD4+ (18,8 ± 
3,46 x 105) quando comparado ao grupo CCR5CEC (Figura 32C). No entanto, o grupo 
CCR5CEC CD4+ apresentou número significativamente maior de linfócitos T CD8+ expressando 
Fas-L quando comparado ao grupo WTCEC. 

 

16.4. Expressão de Fas e FasL em linfócitos T CD8+ após 35 semanas de carcinogênese 
química 

 Os resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao número de 
linfócitos T CD8+ expressando Fas isolado dos linfonodos de animais WTCEC (31,7 ± 7,17 x 
105) e CCR5CEC (52,4 ± 6,68 x 105) (Figura 32B). Os resultados evidenciaram menor número 
(P < 0,05) de linfócitos T CD8+CD95+ isolados dos linfonodos de animais CCR5CEC (52,4 ± 
6,68 x 105) em comparação com os grupos CCR5CEC Treg (100,2 ± 8,31 x 105), CCR5CEC CD4+ 
(93,2 ± 21,71 x 105) e CCR5CEC CD8+ (116,9 ± 30,28 x 105) (Figura 32B). Animais dos grupos 
CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+ também apresentaram número significativamente 
maior de linfócitos T CD8+CD95+ quando comparado ao grupo WTCEC (Figura 32B). 

 O número de linfócitos T CD8+ expressando FasL foi similar nos linfonodos de 
animais WTCEC (1,2 ± 0,55 x 105) e CCR5CEC (3,0 ± 1,84 x 105) (Figura 32D). Embora os 
resultados tenham evidenciado maior número de linfócitos T CD8+CD178+ isolados dos 
linfonodos de animais CCR5CEC Treg (10,2 ± 2,01 x 105), CCR5CEC CD4+ (11,4 ± 6,79 x 105) e 
CCR5CEC CD8+ (9,1 ± 4,04 x 105) quando comparado com o grupo CCR5CEC (3,0 ± 1,84 x 105), 
esta diferença não foi significativa (Figura 32D). No entanto, animais dos grupos CCR5CEC 

Treg, CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+ apresentaram número significativamente maior de 
linfócitos T CD8+CD178+ quando comparado ao grupo WTCEC. 
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Figura 32. Análise da expressão de Fas e FasL por linfócitos T CD8+ do linfonodo. As 
colunas representam o número de linfócitos isolados dos linfonodos expressando de 
CD95/Fas (A-B) e CD178/FasL (C-D). Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P< 0,05. 
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17. Análise da citotoxicidade de células NK  

 A citotoxicidade de células NK isoladas do baço de animais dos grupos controle 

(Sham), WT e CCR5KO submetidos à carcinogênese química foram avaliadas contra células 

de linfoma murino (YAC-1) por citometria de fluxo (Figura 33).  

 

17.1. Análise da citotoxicidade de células NK após 16 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados evidenciaram que a atividade citotóxica de células NK isoladas de 

animais do grupo controle (WTSham) foi significativamente maior quando comparada com os 

grupos WTCEC, CCR5CEC e CCR5Sham (Figura 33). As células NK isoladas de animais 

CCR5CEC CD4+ apresentaram maior atividade citotóxica em comparação com o grupo 

CCR5CEC (Figura 33). Os resultados demonstraram que não há diferenças significativas entre 

a atividade citotóxica de células NK isoladas de animais do grupo WTCEC e CCR5CEC (Figura 

33). 

 

17.2. Análise da citotoxicidade de células NK após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados evidenciaram que nas proporções de 10:1 e 25:1 (E:A) a atividade 

citotóxica de células NK de animais WTSham foi significativamente maior quando comparada 

com o grupo WTCEC (Figura 33). Os grupos CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ também 

apresentaram maior atividade citotóxica em comparação com o grupo CCR5Sham (Figura 33). 

Ademais, nas proporções de 25:1 e 50:1 o grupo CCR5CEC CD8+ apresentou menor atividade 

citotóxica de células NK quando comparado com animais CCR5CEC (Figura 33). Nas 

proporções de 10:1, 25:1 e 50:1 (E:A) a atividade citotóxica de células NK de animais 

CCR5CEC foi significativamente maior quando comparada com o grupo WTCEC (Figura 33). 
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Figura 33. Análise de citotoxicidade de células NK. A ação citotóxica das células NK (E) 
isoladas do baço de camundongos WTSham,WTCEC, CCR5Sham, CCR5CEC, CCR5CEC Treg, 
CCR5CEC CD4+, CCR5CEC CD8+ foi avaliada por citometria de fluxo utilizando-se a linhagem 
celular YAC-1 (linfoma murino) como célula alvo. (A) Os gráficos representam a 
percentagem de células mortas ± SD. Dados representativos de três experimentos 
independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni. *P < 0,05. 
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18. Análise da produção de quimiocinas no microambiente tumoral	
  

 A produção de quimiocinas no microambiente tumoral e na pele de animais do grupo 
controle (Sham) foi avaliada por ELISA (Figura 34). 

 

18.1. Análise da produção de quimiocinas após 16 semanas de carcinogênese química 

 Alto nível de CCL-4 (P < 0,05) foi detectado nas amostras de tecido de animais 
WTCEC em comparação com o grupo WTSham (Figura 34A). De modo semelhante, observou-se 
produção significativamente maior de CCL4 nas amostras de animais CCR5CEC quando 
comparado ao grupo controle (CCR5Sham) (Figura 34A). Ao contrário dos animais CCR5CEC 

CD4+, animais CCR5CEC Treg apresentaram maior produção de CCL4 (P < 0,05) quando 
comparado ao grupo CCR5Sham (Figura 34A). Os resultados não evidenciaram diferenças 
significativas em relação à produção de CCL4 nas lesões de animais WTCEC e CCR5CEC 

(Figura 34A). 

 Baixo nível de CCL5 foi detectado nas amostras dos grupos WTCEC e WTSham (Figura 
34C). De modo contrário, o grupo CCR5CEC apresentou maior produção de CCL5 (P < 0,05) 
em comparação com o grupo CCR5Sham (Figura 34C). Ao contrário dos animais CCR5CEC 

CD4+, detectou-se maior concentração de CCL5 em amostras de animais CCR5CEC Treg quando 
comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 34C). Embora se detectasse maior produção de 
CCL5 em amostras de animais CCR5CEC quando comparado com animais grupo WTCEC, esta 
diferença não foi significativa (Figura 34C). 

 Alto nível de CCL17 foi detectado em amostras de animais do grupo WTCEC em 
comparação com o grupo WTSham (Figura 34E). Embora se detectasse maior produção de 
CCL17 em amostras de animais CCR5CEC quando comparado com as amostras de animais do 
grupo CCR5Sham, esta diferença não foi significativa (Figura 34E). Ao contrário dos animais 
CCR5CEC Treg, animais do grupo CCR5CEC CD4+ apresentaram maior produção de CCL17 (P < 
0,05) quando comparado aos grupos CCR5Sham e CCR5CEC (Figura 34E). Os resultados 
também evidenciaram que os animais WTCEC apresentaram produção significativamente 
maior de CCL17 quando comparado com o grupo CCR5CEC (Figura 34E). 

 A análise da produção de CCL22 evidenciou maiores níveis desta citocina nas 
amostras de animais WTCEC e CCR5CEC quando comparados com os respectivos controles 
(WTsham e CCR5Sham) (Figura 34G). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+, detectou-se 
maior produção de CCL22 nas lesões de animais CCR5CEC Treg quando comparado com o 
grupo CCR5Sham (Figura 34G). Embora os resultados tenham evidenciado maior produção de 
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CCL22 nas amostras de animais WTCEC em comparação com o grupo CCR5CEC, esta 
diferença não foi significativa (Figura 34G). 

 

18.2. Análise da produção de quimiocinas após 35 semanas de carcinogênese química 

 Alto nível de CCL4 foi detectado nas amostras do grupo WTCEC quando comparado 
com o grupo controle (WTsham) (Figura 34B). De modo contrário, os resultados não 
evidenciaram diferenças significativas em relação à produção de CCL4 nas amostras de 
animais CCR5CEC e CCR5Sham (Figura 34B). Animais CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC 

CD8+ apresentaram maior produção de CCL4 (P < 0,05) quando comparado ao grupo 
CCR5Sham (Figura 34B). Ademais, animais CCR5CEC Treg e WTCEC apresentaram produção 
significativamente maior de CCL4 quando comparado com o grupo CCR5CEC (Figura 34B). 

 Alto nível de CCL5 foi detectado nas amostras do grupo WTCEC quando comparado 
com o grupo controle (WTsham) (Figura 34D). De modo semelhante, o grupo CCR5CEC 

apresentou maior produção (P < 0,05) de CCL5 em relação ao grupo CCR5Sham (Figura 34D). 
Alta produção de CCL5 (P < 0,05) foi detectada em amostras de animais CCR5CEC Treg, 
CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+ quando comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 34D). No 
entanto, apenas os animais CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+ apresentaram níveis 
significativamente maiores desta quimiocina quando comparado com o grupo CCR5CEC 

(Figura 34D). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação à produção 
de CCL5 nas lesões de animais WTCEC e CCR5CEC. 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação à produção de 
CCL17 nas amostras de animais WTCEC e CCR5CEC quando comparado a seus respectivos 
controles (WTSham e CCR5Sham) (Figura 34F). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+, 
animais CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD8+ apresentaram maior produção de CCL17 (P < 0,05) 
quando comparado ao grupo CCR5Sham (Figura 34F). No entanto, apenas em amostras do 
grupo CCR5CEC Treg detectou-se alto nível de CCL17 (P < 0,05) em comparação com o grupo 
CCR5CEC (Figura 34F).  

 Alto nível de CCL22 foi detectado nas amostras do grupo WTCEC quando comparado 
com o grupo WTSham (Figura 34H). De modo contrário, os resultados não evidenciaram 
diferenças significativas em relação à produção de CCL22 nas amostras de animais CCR5CEC 
e CCR5Sham (Figura 34H). Embora dados tenham evidenciado maior produção de CCL22 em 
amostras de animais CCR5CEC CD4+, CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD8+, quando comparado ao 
grupo CCR5Sham, apenas o grupo CCR5CEC Treg apresentou produção significativamente maior 
desta citocina em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 34H).
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Figura 34. Análise das quimiocinas no microambiente tumoral. As colunas representam a 
média ± SD de concentração de CCL4 (A-B), CCL5 (C-D), CCL17 (E-F) e CCL22 (G-H). 
Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados 
pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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19. Análise da produção de citocinas no microambiente tumoral 

 A produção decitocinas pró-inflamatórias (IL-12, IFN-γ, TNF-α e IL-17) e anti-

inflamatórias (TGF-β e IL-10) no microambiente e tumoral e pele de animais do grupo 

controle (Sham) foi avaliada por ELISA (Figuras 35-36). 

 

19.1. Análise da produção de citocinas após 16 semanas de carcinogênese química 

 Alto nível de IL-12 foi detectado nas amostras de animais do grupo WTCEC em 

comparação com o grupo WTSham (Figura 35A). Embora os animais CCR5CEC tenham 

apresentado maior quantidade de IL-12 nas amostras quando comparado com os animais 

CCR5Sham, esta diferença não foi significativa (Figura 35A). Ao contrário dos animais 

CCR5CEC Treg, animais do grupo CCR5CEC CD4+ apresentaram maior produção (P < 0,05) de IL-

12 quando comparado ao grupo CCR5Sham (Figura 35A). Os resultados não evidenciaram 

diferenças significativas em relação à produção de IL-12 nas lesões de animais WTCEC e 

CCR5CEC (Figura 35A). 

 A produção de IFN-γ foi estatisticamente maior nas lesões do grupo WTCEC quando 

comparado com o grupo controle (WTsham) (Figura 35C). Os resultados também evidenciaram 

maior nível de IFN-γ em amostras de animais do grupo CCR5CEC quando comparado com 

grupo controle (CCR5Sham) (Figura 35C). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+, animais do 

grupo CCR5CEC Treg apresentaram maior produção de IFN-γ (P < 0,05) quando comparado ao 

grupo CCR5Sham (Figura 35C). Ademais, os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação à produção de IFN-γ nas lesões de animais WTCEC e CCR5CEC 

(Figura 35C). 

 A análise da produção de TNF-α evidenciou maiores níveis desta citocina nas lesões 

de animais dos grupos WTCEC e CCR5CEC quando comparados com os respectivos controles 

(WTsham e CCR5Sham) (Figura 35E). Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+, os animais 

CCR5CEC Treg exibiram alto nível de TNF-α quando comparado como grupo CCR5Sham (Figura 

35E). Os resultados evidenciaram produção significativamente maior de TNF-α nas amostras 

de animais WTCEC em comparação com o grupo CCR5CEC (Figura 35E). 

 Alto nível de IL-17 foi detectado nas amostras do grupo WTCEC quando comparado 

com o grupo WTsham (Figura 35G). Os resultados não evidenciaram diferenças significativas 
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em relação à produção de IL-17 nas amostras de animais CCR5CEC e CCR5Sham (Figura 35G). 

Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+, os animais CCR5CEC Treg exibiram alto nível de IL-17 

quando comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 35G). Ademais, os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas em relação à produção de IL-17 nas lesões de animais 

WTCEC e CCR5CEC (Figura 35G). 

 As amostras dos animais WTCEC apresentaram nível elevado de TGF-β (P < 0,05) 

comparado com o grupo controle (WTsham) (Figura 36A). De modo semelhante, os animais 

CCR5CEC e CCR5CEC Treg apresentaram produção significativamente maior de TGF-β quando 

comparado ao grupo controle (CCR5Sham) (Figura 36A). Ademais, detectou-se uma 

quantidade significativamente menor de TGF-β nas lesões de animais CCR5CEC CD4+ em 

relação ao grupo CCR5CEC (Figura 36A). Os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação à produção de TGF-β nas lesões de animais WTCEC e CCR5CEC 

(Figura 36A). 

 Alto nível de IL-10 foi detectado nas amostras do grupo WTCEC quando comparado 

com o grupo controle (WTsham) (Figura 36C). De modo semelhante, o grupo CCR5CEC 

apresentou maior produção de IL-10 (P < 0,05) em relação ao grupo CCR5Sham (Figura 36C). 

Ao contrário dos animais CCR5CEC CD4+, os animais CCR5CEC Treg exibiram maior produção de 

IL-10 quando comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 36C). Os resultados não 

evidenciaram diferenças significativas em relação à produção de IL-10 nas lesões de animais 

WTCEC e CCR5CEC (Figura 36C). 

 

19.2. Análise da produção de citocinas após 35 semanas de carcinogênese química 

 Os resultados evidenciaram maior produção de IL-12 nas amostras de animais WTCEC 

e CCR5CEC quando comparado aos seus respectivos controles (WTSham e CCR5Sham) (Figura 

35B). Animais CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+ também apresentaram maior nível 

de IL-12 (P < 0,05) em relação ao grupo CCR5Sham, porém, apenas o grupo CCR5CEC CD8+ 

apresentou produção significativamente maior desta citocina em comparação com o grupo 

CCR5CEC (Figura 35B). Os resultados evidenciaram produção significativamente maior de IL-

12 nas amostras de animais CCR5CEC quando comparado ao grupo WTCEC (Figura 35B). 



152  Resultados 

	
  

 Baixo nível de IFN-γ foi detectado nas amostras dos grupos WTCEC e WTSham (Figura 

35D). De modo semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças significativas em 

relação à produção de IFN-γ nas amostras de animais CCR5CEC e CCR5Sham (Figura 35D). No 

entanto, verificou-se que, ao contrário dos animais CCR5CEC Treg, animais CCR5CEC CD4+ e 

CCR5CEC CD8+ apresentaram alta produção IFN-γ quando comparado com o grupo CCR5Sham 

(Figura 35D). Ademais, detectou-se uma quantidade significativamente maior de IFN-γ nas 

lesões de animais CCR5CEC CD8+ em comparação com o grupo CCR5CEC (Figura 35D). Os 

resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação à produção de IFN-γ nas 

lesões de animais WTCEC e CCR5CEC (Figura 35D). 

 A análise da produção de TNF-α não demonstrou diferenças significativas em relação 

aos níveis desta citocina nas amostras de animais WTCEC e CCR5CEC quando comparados aos 

seus respectivos controles (WTSham e CCR5Sham) (Figura 35F). De modo contrário, detectou-se 

nível significativamente alto de TNF-α nas amostras de animais CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+ e 

CCR5CEC CD8+ quando comparado com o grupo controle (CCR5Sham) (Figura 35F). Ademais, 

detectou-se maior quantidade de TNF-α (P < 0,05) nas lesões de animais CCR5CEC CD4+ em 

relação ao grupo CCR5CEC (Figura 35F). Os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação à produção de TNF-α nas lesões de animais WTCEC e CCR5CEC 

(Figura 35F). 

 Os resultados não evidenciaram diferenças significativas em relação à produção de IL-

17 nas amostras de animais WTCEC e WTSham (Figura 35H). De modo contrário, maior 

produção de IL-17 foi detectada nas amostras de animais CCR5CEC quando comparado com o 

grupo controle (CCR5Sham) (Figura 35H). Animais dos grupos CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+ e 

CCR5CEC CD8+ também apresentaram maior produção de IL-17 (P < 0,05) em comparação 

com o grupo CCR5Sham, porém, apenas o grupo CCR5CEC Treg apresentou produção 

significativamente maior desta citocina em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 35H). Os 

resultados evidenciaram produção significativamente maior de IL-17 nas amostras de animais 

CCR5CEC quando comparado com o grupo WTCEC (Figura 35H). 

 Baixos níveis de TGF-β foram detectados nas amostras dos grupos WTCEC e WTSham 

(Figura 36B). De modo semelhante, os resultados não evidenciaram diferenças significativas 

em relação à produção de TGF-β nas amostras de animais CCR5CEC e CCR5Sham (Figura 36B). 

Animais dos grupos CCR5CEC Treg, CCR5CEC CD4+ e CCR5CEC CD8+ apresentaram maior 

produção de TGF-β (P < 0,05) quando comparado com o grupo CCR5Sham, porém, apenas o 
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grupo CCR5CEC Treg apresentou produção significativamente maior desta citocina em relação 

ao grupo CCR5CEC (Figura 36B). Ademais, os resultados não evidenciaram diferenças 

significativas em relação à produção de TGF-β nas lesões de animais WTCEC e CCR5CEC 

(Figura 36B). 

 A análise da produção de IL-10 não demonstrou diferença significativa em relação ao 

nível desta citocina nas amostras de animais WTCEC e WTSham (Figura 36D). De modo 

contrário, produção significativamente maior de IL-10 foi detectada nas amostras de animais 

CCR5CEC quando comparado com grupo controle (CCR5Sham) (Figura 36D). Ao contrário dos 

animais CCR5CEC CD8+, os animais CCR5CEC Treg e CCR5CEC CD4+ apresentaram maior produção 

de IL-10 (P < 0,05) quando comparado com o grupo CCR5Sham (Figura 36D). Ademais, 

detectou-se uma quantidade significativamente maior de IL-10 nas lesões de animais 

CCR5CEC Treg em relação ao grupo CCR5CEC (Figura 36D). Os resultados também 

evidenciaram que os animais CCR5CEC apresentaram maior produção de IL-10 em 

comparação com os animais WTCEC, porém, esta diferença não foi significativa (Figura 36D). 
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Figura 35. Análise das citocinas pró-inflamatórias no microambiente tumoral. Os 
gráficos representam a média ± SD da concentração de IL-12 (A-B), IFN-γ (C-D), TNF-α (E-
F) e IL-17 (G-H). Dados representativos de três experimentos independentes. Os resultados 
foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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Figura 36. Análise das citocinas anti-inflamatórias no microambiente tumoral. Os 
gráficos representam a média ± SD da concentração de TGF-β (A-B) e IL-10 (C-D). Dados 
representativos de três experimentos independentes. Os resultados foram avaliados pelo teste 
de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *P< 0,05. 
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As células Treg estão envolvidas nos mecanismos de evasão da resposta imune por 

células tumorais (SAKAGUCHI; POWRIE, 2007; NISHIKAWA; SAKAGUCHI, 2010). O 

acúmulo destas células em estágios iniciais da tumorigênese e o aumento de Tregs com o 

progredir do processo de carcinogênese favorecem a progressão da doença (HIRAOKA et al., 

2006). A proporção de células Treg no microambiente tumoral está inversamente relacionada 

ao prognóstico de vários tipos de cânceres (SINICROPE et al., 2009; SALAMA et al., 2009; 

CURIEL et al., 2004; BATES et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2007). Especula-se que a 

depleção de células Treg diminua a velocidade de crescimento de tumores, melhore a eficácia 

da terapia imunológica no tratamento de diferentes tipos de câncer e prolongue a sobrevida 

(ZOU, 2006; COLOMBO; PICONESE, 2007). Estudo recente do nosso grupo mostrou que a 

deleção de células reguladoras favorece o desenvolvimento de resposta imune protetora 

antitumoral, o que prejudica a progressão de carcinoma espinocelular (RAMOS et al., 2012). 

Assim, interferir com a migração de células T reguladoras seria um alvo de grande interesse 

para futuras terapias, uma vez que interferindo com a migração destas células poderia ocorrer 

uma efetiva diminuição nos mecanismos de escape tumoral. O recrutamento preferencial de 

células Treg ao invés de outros tipos de células T pode ser explicado pela expressão 

diferencial de receptores de quimiocinas, como CCR5, demonstrado em diversos modelos de 

estudo (TAN et al., 2009; ZHANG, et al., 2010; ROBINSON et al., 2003; BARASHI et al., 

2013; LEE et al., 2012). Uma vez que células T reguladoras expressam CCR5 e migram para 

tecidos inflamados via a interação de CCR5 com seus ligantes, buscamos esclarecer quais 

seriam os mecanismos implicados com a migração destas células para o microambiente 

tumoral durante o desenvolvimento de carcinoma espinocelular e, inicialmente, avaliamos o 

desenvolvimento de tumores em animais geneticamente deficientes de CCR5. 

Os resultados do presente estudo evidenciaram que camundongos CCR5KO são 

menos susceptíveis à carcinogênese química, apresentando menor incidência e número de 

papilomas, sugerindo que a migração de células CCR5+ tem um importante papel no 

desenvolvimento e, especialmente na progressão de CEC quimicamente induzido. Associado 

aos dados de menor número de lesões em animais CCR5CEC observou-se também o 

desenvolvimento de papilomas com menor grau de displasia epitelial. Na fase de progressão 

verificou-se o desenvolvimento de lesões de CEC in situ por animais CCR5KO em 

combinação com a maior infiltração leucocitária, enquanto camundongos WTCEC 

apresentaram lesões de CEC bem diferenciado e menor infiltração leucocitária após 35 

semanas de carcinogênese química. 



160  Discussão 

	
  

Uma possível explicação para a menor suscetibilidade de animais CCR5CEC ao 

desenvolvimento de CEC poderia estar associada a alterações nos mecanismos de resposta 

imune, desta forma, o próximo passo foi avaliar a proporção e perfil de células inflamatórias 

no microambiente tumoral e linfonodos. Os resultados evidenciaram diferenças significativas 

no número de leucócitos isolados das lesões e linfonodos dos animais WTCEC e CCR5CEC, 

sendo que esta diferença foi mais evidente na fase de progressão, quando os animais CCR5CEC 

apresentaram alto número de leucócitos isolados das lesões. Ao caracterizar o infiltrado 

inflamatório, foi observada elevada frequência de células mielóides e dendríticas nas lesões 

dos animais CCR5KO na fase de promoção e de linfócitos B e T CD4+ e células NK na fase 

de progressão, associada à baixa frequência de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) nas lesões 

destes animais. Por outro lado, em amostras de animais WTCEC observou-se elevado número 

linfócitos B e T CD4+ na fase de progressão associado elevado número de linfócitos T CD8+ e 

células Treg nas fases de promoção e progressão tumoral. Os resultados de fenotipagem e 

expressão de marcadores de superfície por células T convencionais e reguladoras foram 

empregados para a caracterização das células e estabelecimento dos perfis de ativação celular. 

Estes resultados indicam que CCR5 regula críticos aspectos do desenvolvimento de CEC. A 

migração de células T CD4+ e CD8+ ocorre de forma independente de CCR5, porque a 

ausência deste receptor não afetou o número de células presentes no microambiente tumoral. 

A migração de células T reguladoras é dependente de CCR5. Em acordo com esses dados 

estudos mostraram que o bloqueio de CCR5 resultou em menor acúmulo de células Treg em 

sítios de infecção por Leishmania major (YURCHENKO et al., 2006) e de adenocarcinoma 

pancreático (TAN et al., 2009) sem afetar de forma significativa a migração de células T 

efetoras para estes locais.  

Estes dados reforçam as evidências de que o recrutamento específico de células Treg 

representa um mecanismo pelo qual o tumor pode escapar da vigilância imunológica, 

sugerindo que o bloqueio da migração de células Treg pode favorecer a defesa imunológica 

antitumoral (GOBERT et al., 2009; QIN, 2009). Os animais WT foram mais suscetíveis ao 

desenvolvimento de CEC através de um mecanismo associado à produção de quimiocinas 

(CCL4, CCL17 e CCL22) que direcionaram a migração de células Treg para o microambiente 

tumoral resultando em menor ativação da resposta imune antitumoral. Essa ideia é reforçada 

pela menor suscetibilidade de animais CCR5KO que, por sua vez, não produziram níveis de 

fatores quimiotáticos significativos no microambiente tumoral, onde também se detectou 

menor infiltração de células Treg e maior ativação da resposta imune. Assim estabelecemos a 
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relação de que o acúmulo de células Treg favorece o desenvolvimento de CEC quimicamente 

induzido.  

O acúmulo de células Treg CCR5+ no microambiente tumoral poderia explicar o 

desenvolvimento de lesões CEC em animais do grupo controle e, possivelmente associadas ao 

pior prognóstico. Vários estudos demonstram que um aumento no número destas células em 

cânceres como de pâncreas, mama, pulmão e ovário correlaciona-se com uma menor 

sobrevivência dos pacientes. Por outro lado alguns autores correlacionam o aumento de Treg 

no tecido tumoral a um favorável prognóstico para a doença (LIYANAGE et al., 2002; WOO 

et al., 2002; SHEVACH, 2004; SATO et al., 2005; BADOUAL et a., 2006). No presente 

modelo de estudo, a presença de células Treg no microambiente tumoral poderia inibir a 

função efetora das células NK e, provavelmente, a atividade citotóxica de células T CD8+ e a 

atividade efetora de linfócitos T CD4+ (TURK et al., 2004; SAKAGUCHI; POWRIE, 2007). 

A liberação de granzima e perforina constitui um dos principais mecanismos de eliminação 

das células tumorais mediado por linfócitos T CD8+ (TRAPANI; SMYTH, 2002; 

LIEBERMAN, 2003). Estudos demonstraram que além de suprimir a proliferação de células 

T CD8+, as células Treg inibem a atividade citotóxica destas células suprimindo a produção 

de perforina e IFN-γ favorecendo a progressão de diferentes tipos de tumores 

(TRZONKOWSKI et al., 2004; STREET; CRETNEY; SMYTH, 2001; CHEN et al., 2005). 

Estes dados estão de acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, onde maior 

expressão de granzima e perforina foi detectada por linfócitos T CD8+ isolados do linfonodo 

de animais do grupo CCR5KO, durante a fase de progressão. Essas alterações na quantidade 

de mediadores citotóxicos poderiam ser relacionadas à menor incidência e agressividade das 

lesões em animais CCR5KO, uma vez que animais do grupo controle (WT), que apresentaram 

desenvolvimento mais rápido de CEC, apresentaram menor expressão destas moléculas por 

linfócitos T CD8+.  

Outro mecanismo relevante que poderia justificar o desenvolvimento de lesões 

invasivas em animais do grupo controle, e mediado por células T CD8+, seria a indução de 

apoptose de células tumorais. Nos últimos anos, muitos autores têm reconhecido na indução 

de apoptose um mecanismo importante tanto para o desenvolvimento como para o controle 

imune e, portanto, para a manutenção da homeostasia (BUDD, 2001). Tem sido demonstrado 

que indução de apoptose não só possibilita a seleção de linfócitos T e B, através da 

eliminação de células autorreativas, mas também é um importante mecanismo de controle da 
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resposta imune na periferia, além de desempenhar papel fundamental nos processos de 

citotoxicidade mediada por células e, consequentemente na eliminação de patógenos e células 

tumorais (HILDEMAN et al., 2007; KHONG; RESTIFO, 2002). Estudos demonstraram que a 

expressão de Fas tornou as células tumorais mais imunogênicas e, por isso mais suscetíveis à 

atividade citotóxica de linfócitos T CD8+ e, foi correlacionada com o atraso na progressão 

tumoral (BRADLEY et al. 1998; LEE et al., 2000). De acordo com os resultados obtidos em 

nosso estudo, onde maior expressão de Fas-FasL foi detectada por linfócitos T CD4+ e CD8+ 

isolados das lesões de animais do grupo CCR5KO, poderíamos especular que esta via de 

eliminação de células tumorais poderia estar ocorrendo em nosso modelo e poderia explicar a 

menor suscetibilidade de animais CCR5KO ao desenvolvimento de tumores induzidos 

quimicamente. Outro aspecto relacionado à via Fas-FasL, que esclareceria o atraso no 

desenvolvimento de CEC em animais CCR5KO seria a indução de apoptose das células Treg 

que expressam Fas, por linfócitos T CD4+ e CD8+ expressando FasL. Relação esta 

recentemente relatada por um estudo que demonstrou que células T CD8+ ativadas, 

expressando FasL induzem a apoptose de células Treg (KILINC et al., 2009).  

Outro importante achado de nosso estudo refere-se à observação de que as células T 

peritumorais isoladas de animais do grupo CCR5KO apresentam um perfil de ativação 

diferente das células T peritumorais isoladas de animais do grupo controle. Altas proporções 

linfócitos T CD8+ expressando marcadores de ativação, bem como células T CD4+CD45RB+ 

(memória) foram detectadas nas lesões de animais CCR5KO na fase de promoção. Estes 

dados poderiam suportar a hipótese de que as células Treg peritumorais influenciaram 

negativamente a ativação de linfócitos T e, este seria um dos mecanismos que favoreceriam o 

desenvolvimento de CEC. Outro dado importante observado nesses animais foi a maior 

detecção de IL-12 no microambiente tumoral. IL-12 tem sido descrita por apresentar um 

efeito protetor durante a resposta imune antitumoral e camundongos deficientes de IL-12 são 

mais suscetíveis ao desenvolvimento de CEC induzido quimicamente (HE et al., 2012). No 

entanto, o efeito protetor de IL-12 pode ser revertido pela ação de IL-17 através de diferentes 

mecanismos de imunossupressão, dentre os quais se destaca a inibição da infiltração de 

células T CD8+, favorecendo o desenvolvimento de tumores induzidos quimicamente (HE et 

al., 2012; YUSUF et al., 2008). Isto poderia explicar o desenvolvimento tardio de CEC em 

animais CCR5KO que, de fato, apresentaram menor infiltração de células T CD8+ e maior 

produção de IL-17 após 35 semanas de carcinogênese química.  
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Outro aspecto relevante para o rápido estabelecimento e desenvolvimento de CEC em 

animais do grupo controle (WTCEC) poderia estar relacionado à elevada produção de TNF-α e 

TGF-β na fase de promoção. TNF-α está envolvido na promoção e progressão de câncer e, 

animais deficientes de TNF-α ou de seu receptor (TNF-R1) são resistentes à carcinogênese 

química (ARNOTT et al., 2004; BALKWILL, 2006; KNIGHT et al., 2000). TGF-β está 

relacionado à invasão tumoral e, associado ao TNF-α, induz angiogênese e influencia 

negativamente a atividade antitumoral mediada por células NK, T CD8+ e de macrófagos, 

favorecendo o desenvolvimento de tumores (LIN; KARIN, 2007; TIAN; NEIL; 

SCHIEMANN, 2011). Outro mecanismo que também explicaria o rápido estabelecimento e 

desenvolvimento de CEC no grupo WT estaria relacionado à alta produção de IL-10, 

associada ao elevado número de linfócitos B, no microambiente tumoral. Corroborando com 

esta hipótese, há relatos de que a produção de IL-10 por células B influencia a resposta imune 

antitumoral (INOUE et al., 2006). Além disso, camundongos deficientes de células B são 

menos suscetíveis ao desenvolvimento de papilomas induzido quimicamente (SCHIOPPA et 

al., 2011). Essas possibilidades associadas à elevada proporção de linfócitos B detectada nas 

lesões de animais CCR5KO também poderiam explicar porque a ausência de células Treg 

CCR5+ não inibiu completamente o desenvolvimento de CEC em animais deficientes de 

CCR5. Dessa forma, constatamos que a migração de células Treg para o microambiente 

tumoral é dependente de CCR5 e as células Treg CCR5+ favorecem o desenvolvimento de 

CEC. 

Uma vez que verificamos que a deficiência de CCR5 resultou em menor suscetibilidade 

de animais CCR5KO ao desenvolvimento de CEC, e esta menor suscetibilidade foi associada 

à baixa frequência de células Treg no microambiente tumoral, questionamos quais fatores 

estariam relacionados com o recrutamento de células Treg via CCR5. Para confirmar a 

associação entre a menor suscetibilidade ao desenvolvimento de CEC induzido quimicamente 

com a menor infiltração de células Treg devido o bloqueio da migração destas via CCR5, 

avaliamos o desenvolvimento de CEC em animais CCR5KO submetidos à transferência 

adotiva de células Treg (CCR5CEC Treg). Os resultados do presente estudo evidenciaram que 

camundongos CCR5CEC Treg foram mais susceptíveis à carcinogênese química, apresentando 

precoce incidência e multiplicidade de tumores superior a detectada em animais CCR5KO e 

WT, confirmando que a migração de células Treg CCR5+ tem um importante papel no 

desenvolvimento de CEC quimicamente induzido. Associado aos dados de maior número de 

lesões em animais CCR5CEC observou-se também o desenvolvimento de CEC indiferenciado 
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(tumores indiferenciados metastatizam mais frequentemente) nestes animais, sugerindo que a 

presença de células Treg CCR5+ favorece o desenvolvimento de lesões com pior prognóstico 

do que àquelas observadas em animais WT e CCR5KO.  

Em seguida, analisamos a proporção e perfil de células inflamatórias no 

microambiente tumoral e linfonodos de animais CCR5KO submetidos à transferência adotiva 

de células T reguladoras. Os resultados evidenciaram que animais CCR5CEC Treg apresentaram 

elevada frequência de macrófagos, células mielóides e dendríticas, linfócitos CD19+, T CD4+, 

T CD8+ e células Treg na fase de progressão, associado a baixo número de células NK nas 

fases de promoção e progressão tumoral. Já na fase de promoção, o número destas células em 

animais CCR5CEC Treg foi inferior ao detectado nas lesões de animais WT e CCR5KO. 

Associada a detecção de elevado número de leucócitos nos linfonodos e baixa frequência 

destas células nas lesões de animais CCR5CEC Treg, estes resultados sugerem que a progressão 

de CEC está relacionada com a influência que as células Treg exercem na ativação e/ ou 

quimiotaxia de leucócitos para o microambiente tumoral. Desta forma, as células T 

reguladoras CCR5+ exercem um fino controle na magnitude da resposta imune antitumoral, e 

estas células influenciam negativamente a ativação e/ou migração das células efetoras, 

facilitando o desenvolvimento do tumor.  

Como já mencionado, as células Treg inibem a resposta imune antitumoral e 

constituem um dos principais obstáculos para o sucesso de tratamentos imunoterapêuticos no 

combate ao câncer (ZOU, 2006; CURIEL, 2007; QIN, 2009). Assim como demonstramos, 

crescentes evidências apontam o impacto negativo destas células em linfócitos T CD8+ 

citotóxicos (TURK et al., 2004; KHAZAIE; VON BOEHMER, 2006; SAKAGUCHI; 

POWRIE, 2007). Em virtude disso, avaliamos a expressão de granzima e perforina por 

linfócitos T CD8+ de animais CCR5CEC Treg e, detectamos que apenas a expressão de granzima 

foi menor em linfócitos T CD8+ isolados de linfonodos destes animais nas fases de promoção 

e progressão. Estes resultados sugerem que, outros mecanismos poderiam estar sendo 

utilizados para supressão da atividade citotóxica destes linfócitos. Outro aspecto que 

favoreceria o desenvolvimento de CEC em animais CCR5CEC Treg seria a indução de apoptose 

das células T CD4+ e CD8+ via Fas-FasL como já foi demonstrado por estudos (RIVOLTINI 

et al., 2002) e que, de fato, foram detectadas em elevadas proporções nos linfonodos destes 

animais, na fase de progressão, o que explicaria o desenvolvimento de CEC indiferenciado 

nestes animais. Por outro lado, as lesões dos animais CCR5CEC Treg também apresentaram 
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baixa frequência de linfócitos T CD8+ expressando CD62L, CD25, CD45RB e CD152 na fase 

de progressão. Tais resultados poderiam estar sinalizando para uma menor ativação desta 

população de linfócitos T e esse poderia ser um fator relacionado ao precoce aparecimento de 

lesões nestes animais, confirmando a importância da função citotóxica destas células. 

Confirmando também que as células Treg influenciaram negativamente a ação de linfócitos T 

CD8+, e este seria um dos mecanismos que favoreceriam o desenvolvimento de CEC. Outro 

mecanismo que poderia colaborar para o desenvolvimento de CEC indiferenciado em animais 

CCR5KO que receberam a transferência adoptiva de células T reguladoras estaria relacionado 

à elevada frequência de células mielóides supressoras detectada nas lesões e linfonodos destes 

animais na fase de progressão. Estudos recentes indicam que estas células, possivelmente, 

interagem com células Treg para o estabelecimento de um microambiente tumoral 

imunossupressor (SCHLECKER et al., 2012). As células mielóides afetam severamente a 

resposta imune contra tumores, principalmente através da inibição da função de células T 

CD8+ citotóxicas pela interferência na ligação entre TCR e complexo antigênico (SOLITO; 

BRONTE; MANDRUZZATO, 2011). Acreditamos que a progressão de tumores induzidos 

quimicamente observada neste estudo, poderia ser favorecida pelo acúmulo de células 

mielóides no microambiente tumoral, e estas células seriam uma importante fonte de CCL5 e, 

esta quimiocina direcionaria a quimiotaxia de células Treg via CCR5, favorecendo a 

progressão tumoral. 

Ao verificarmos o estabelecimento de CEC indiferenciado em animais CCR5CEC Treg, 

comprovamos a relação de que a menor ativação da resposta imune foi, de fato, associada à 

presença de células Treg CCR5+. Em seguida avaliamos quais mediadores inflamatórios 

estariam correlacionados com a supressão da resposta imune antitumoral pela presença de 

células T reguladoras CCR5+. Os dados apontaram para elevada produção de TNF-α e IL-17 

no microambiente tumoral, e estas citocinas criariam, dessa forma, um microambiente 

favorável para o desenvolvimento tumoral. De fato, alta produção de IL-17 tem sido relatada 

em diferentes tipos de tumores (MIYAHARA et al., 2008; LE GOUVELLO et al., 2008). 

Estudo recente associou a progressão de tumores, induzidos quimicamente, com a alta 

frequência de células mielóides e menor infiltração de linfócitos T CD8+ induzidos por IL-17 

(HE et al., 2012). Adicionalmente, a elevada produção de IL-10 e TGF-β nas lesões de 

animais CCR5CEC Treg poderiam ser correlacionadas com a supressão da resposta imune 

antitumoral, e poderia ser produzidas pelas células T reguladoras detectadas em maior número 

no microambiente tumoral. TGF-β inibe a proliferação de células T e a ativação de 
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macrófagos o que poderia contribuir para um microambiente favorável para o 

desenvolvimento tumoral, como o observado nas amostras de animais que receberam a 

transferência de células T reguladoras CCR5+ (SHEVACH, 2002; TIEMESSEN et al., 2007; 

HAO et al., 2012). De modo relevante, estudos revelam que TGF-β e IL-10 criam um 

microambiente favorável para a conversão de células T CD4+CD25-FOXP3- em células T 

reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ capazes de suprimir a resposta imune antitumoral e com 

base nessa informação seria possível especular que a conversão de células T convencionais 

em T reguladoras induzidas (iTreg) poderia ocorrer nas lesões destes animais, contribuindo 

para a progressão tumoral (KHONG; RESTIFO, 2002; SHEVACH, 2002; FRANCISCO et 

al., 2009; JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009; BILATE; LAFAILLE, 2012). Ainda sob este 

aspecto, elevada produção de CCL5 foi observada nas lesões de animais CCR5CEC Treg na fase 

de promoção tumoral. A produção de CCL5 no microambiente tumoral contribuiu para o 

desenvolvimento de diversos tipos de tumores (MROWIETZ et al., 1999; SUGASAWA et 

al., 2008; TAN et al., 2009) e, foi associada a progressão tumoral (SCHLECKER et al., 

2012). Combinado com evidências que mostram alta expressão de CCL5 correlacionada com 

o escape e progressão tumoral, via infiltração de células Treg e indução de apoptose de 

linfócitos T CD8+ (SCHLECKER et al., 2012; CHANG et al., 2012), é de suma importância a 

realização de estudos que investiguem a utilidade do uso desta quimiocina como biomarcador 

de prognóstico de CEC e seu eventual auxílio nas tomadas de decisão em relação à escolha de 

tratamento mais adequado. Em conjunto estes resultados indicam que a migração, via CCR5, 

de células Treg, de fato, exerce importante papel na promoção e progressão de tumores 

quimicamente induzidos. Estas células Treg afetariam diferentes aspectos da imunidade 

antitumoral 

Outro aspecto relevante de nosso estudo foi à observação de que células T CD4+ 

CCR5+ também apresentam um importante papel no desenvolvimento tumoral. Avaliamos o 

desenvolvimento de CEC em animais CCR5KO submetidos à transferência adotiva de células 

T CD4+ convencionais (T CD4+CD25-CCR5+) e detectamos o aparecimento precoce e 

elevada frequência de papilomas nestes animais. Estas lesões apresentaram características 

microscópicas similares ao grupo CCR5KO na fase de promoção. No entanto, após 35 

semanas de carcinogênese química, constatou-se o desenvolvimento de CEC moderadamente 

diferenciado com características intermediárias as observadas em lesões de animais WTCEC e 

CCR5CEC Treg. Além disso, detectamos menor número de leucócitos nas lesões de animais 

CCR5CEC CD4+ em comparação com animais WTCEC e CCR5CEC, nas fases de promoção e 
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progressão, sugerindo que a presença de células T CD4+CD25-CCR5+ tem um importante 

papel na modulação da resposta imune durante o desenvolvimento de CEC quimicamente 

induzido. A caracterização do infiltrado inflamatório revelou que apenas as células T CD4+ 

foram detectadas em proporções elevadas nas lesões de animais CCR5CEC CD4+ na fase de 

progressão. Por outro lado, a frequência de células NK observada nas lesões destes animais 

foi similar, na fase de promoção e inferior, na fase de progressão à detectada em animais 

CCR5KO. Sendo que a baixa proporção de linfócitos T CD8+ expressando perforina e 

granzima na fase de promoção favoreceria o aparecimento precoce e elevada frequência de 

papilomas. Tais evidências apontam para um papel de células T CD4+CCR5+ na inibição da 

ativação/e ou migração de linfócitos T CD8+ citotóxicos resultando em maior suscetibilidade 

de animais CCR5CEC CD4+ à carcinogênese química. 

Para confirmar a associação entre a maior infiltração de células T CD4+CCR5+ e a 

inibição da ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos, avaliou-se o desenvolvimento de CEC 

em animais CCR5KO submetidos à transferência adotiva de células T CD8+. 

Interessantemente, os resultados do presente estudo evidenciaram que camundongos 

CCR5CEC CD8+ foram menos susceptíveis à carcinogênese química, mesmo apresentando 

precoce incidência e multiplicidade de tumores superior a detectada em animais CCR5KO, 

observou-se inibição da progressão de papilomas para CEC, sugerindo que a migração de 

células T CD8+CCR5+ tem um importante papel no controle do desenvolvimento de CEC 

quimicamente induzido. O perfil de células inflamatórias no microambiente tumoral e 

linfonodos de animais CCR5CEC CD8+ evidenciou alto número de macrófagos, células 

mielóides, linfócitos B e T CD8+, células NK e baixa frequência de células Treg nos 

linfonodos e nas lesões destes animais. De modo relevante, constatou-se, similarmente aos 

animais WTCEC, as lesões do grupo CCR5CEC CD8+ apresentaram um predomínio de linfócitos 

T CD8+ em relação ao número de linfócitos T CD4+, no entanto este dado não foi 

acompanhado da elevada frequência de células Treg detectada nas lesões de animais WTCEC, 

o que contribui para a menor susceptibilidade desses animais a carcinogênese química. A 

importância da atividade citotóxica de células T CD8+ no controle da progressão tumoral, 

neste modelo estudo, é mais reforçada pelo fato de que animais do grupo CCR5CEC CD8+ 

apresentaram em suas lesões, maior frequência de linfócitos T CD8+ expressando granzima e 

perforina em relação aos grupos CCR5KO e WT. A alta produção de IL-12, IFN-γ e TNF-α 

foi verificada nas lesões de animais CCR5CEC CD8+, indicando que as células T, NK e 

macrófagos poderiam ser suficientemente ativados, e isso contribuiria para o estabelecimento 
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de uma resposta imune desfavorável à progressão tumoral. De fato, a presença de IL-12 é 

relacionada o desenvolvimento de resposta imune do padrão Th1 que, por sua vez, induz a 

produção IFN-γ e TNF-α que estimulam a atividade citotóxica de linfócitos T CD8+ e células 

NK, induz a polarização M1 de macrófagos e inibe a angiogênese promovendo o 

desenvolvimento de resposta imune antitumoral eficaz (KNUTSON; DISIS, 2005; 

MANTOVANI; ALLAVENA; SICA, 2004; POLLARD, 2004; HAO et al., 2012). 

Principalmente em relação à progressão de papilomas para CEC, esta modulação é relevante, 

uma vez que as células T CD8+ e NK constituem duas das mais importantes populações 

celulares no combate às células tumorais e, um eventual prejuízo na ativação dessas células 

poderia gerar um combate menos eficiente ao tumor. De fato, a atividade citotóxica das 

células NK isoladas do baço dos animais avaliados foi similar entre os grupos. Contudo, 

como não realizamos ensaios com células NK isoladas das lesões, não podemos afirmar que o 

microambiente tumoral não influenciou a atividade citotóxica destas células. 

Assim sendo, nossos estudos demonstraram que a ausência de CCR5, leva a um atraso 

no desenvolvimento e progressão de CEC, sugerindo que a deficiência deste receptor 

prejudica a migração de células Treg. Associado a esse dado estabeleceu-se uma correlação 

entre a quimotaxia de células Treg dependente de CCR5 e a promoção e progressão de CEC, 

mostrando que estas células regulam aspectos críticos desta doença, sugerindo que o bloqueio 

da migração de células Treg CCR5+ pode ser uma importante estratégia para prevenção da 

progressão tumoral.  
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Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que: 

 

- Camundongos CCR5KO são menos suscetíveis ao desenvolvimento de CEC 

induzido quimicamente. 

 

- A menor susceptibilidade de animais CCR5KO ao desenvolvimento de CEC está 

correlacionada com a menor presença de células Treg no microambiente tumoral. 

 

- A menor suscetibilidade de animais CCR5KO pode ser revertida pela 

transferência adotiva de células Treg CCR5+ que favoreceu o desenvolvimento de 

CEC indiferenciado. A suscetibilidade está associada à elevada produção das 

citocinas IL-10, IL-17, TNF-α, TGF-β e quimiocinas CCL4, CCL17, CCL22 no 

microambiente tumoral. 

 

- A transferência adotiva de células T CD4+CD25-CCR5+ aumenta suscetibilidade 

de animais CCR5KO a carcinogênese química, observando-se o desenvolvimento 

de CEC moderadamente diferenciado e foi associada ao acúmulo de linfócitos T 

CD4+ e inibição da ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos no microambiente 

tumoral. 

 

- A transferência de células T CD8+CCR5+ para animais CCR5KO inibiu a 

progressão de papilomas para CEC e foi associada ao acúmulo de células T CD8+, 

IL-12, IFN-γ e TNF-α no microambiente tumoral. 

 

- A função efetora de células T CD8+ no microambiente tumoral é influenciada pela 

presença de linfócitos T CD4+ e de células Treg. 

 

- A migração de células Treg para o microambiente tumoral é dependente de CCR5 

e as células Treg CCR5+ favorecem o desenvolvimento de CEC. 
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