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Gonzalez-Maldonado LA. Eferocitose de células de carcinoma espinocelular de cabega e
pescoco por macréfagos: influéncia da galanina, dos produtos soliveis secretados por células
tumorais e do fenotipo dos macréfagos [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Os macrofagos representam uma das principais pontes entre imunidade inata e adaptativa e
estdo presentes em grande numero tanto no estroma circundando tumores solidos quanto no
interior da massa tumoral (TAMs, tumor-associated macrophages), onde podem representar
até 50% da massa da lesdo. Nos carcinomas espinocelulares de cabega e pescoco (HNSCC),
TAMs apresentam predominantemente o perfil M2 (pro-tumoral), e a quantidade de TAMs ¢
inversamente relacionada ao prognostico. A efetividade do tratamento nao-cirargico
(quimio/radioterapia ou imunoterapia) dos tumores solidos ¢ diretamente relacionada a
inducdo de morte das células neoplasicas. No processo de reparo, as células apoptoticas sdo
removidas por fagocitose por outros tipos celulares, num processo denominado eferocitose.
Embora seja um processo importante para o reparo € homeostasia tecidual, a eferocitose pode
afetar o fendtipo dos macrofagos, favorecendo a polarizagdo para o perfil M2, associado a
progressdo de HNSCC. A galanina ¢ um peptideo de 29 aminoacidos amplamente distribuida
no organismo € com amplo espectro de efeitos bioldgicos. A expressao constitutiva de
galanina por células de OSCC esta associada a maior agressividade do tumor e tem sido
estudado como marcador prognoéstico de agressividade do tumor e também como um possivel
alvo terapéutico de HNSCC. O objetivo do presente trabalho ¢ determinar a influéncia dos
produtos secretados pelas células de carcinoma espinocelular de cabega e pescoco, bem como
da galanina isoladamente, no fenotipo de macréfagos e atividade de eferocitose. Para
determinar a influéncia dos produtos secretados no perfil fenotipico dos macrofagos por
células tumorais (independentemente do contato direto célula:célula) e da galanina, as células
foram tratadas com meio condicionado (CM) contendo os produtos secretados das linhagens
tumorais UM-SCC-1 e UM-SCC-22B. Adicionalmente, para avaliar efeito do contato
célula:célula e dos produtos secretados sobre a expressao génica e na eferocitose dos
macrofagos ‘pré-polarizados’ em M1 ou M2, foi realizada a co-cultura com as linhagens
celulares tumorais apoptoticas UM-SCC-1 e UM-SCC-22B. O perfil fenotipico (M1/M2) foi
determinado por RT-qPCR e a modulacdo na eferocitose dos macrofagos pela citometria de
fluxo e microscopia de fluorescéncia. Os produtos secretados pelas células tumorais, assim
como o contato direto célula:célula influenciam a expressdo de TNF e IL10 em macrofagos,
com aumento significativo da expressao global de TNF e IL10 em co-culturas de macréfagos
com as linhagens tumorais UM-SCC-1 e UM-SCC-22B (P<0.05). Por outro lado, o pré-
condicionamento dos macrdfagos com produtos soluveis das células tumorais antes da co-
cultura (contato célula:célula) levou a uma diminuicdo da expressdo de TNF e IL10 (sem
diferenca significativa com os macrofagos M0). Na eferocitose, os macrofagos polarizados
para o perfil M2 apresentaram uma maior atividade da eferocitose de células de carcinoma
espinocelular de cabeca e pescogo do que macrofagos polarizados para o perfil M1 (31.38%
de macrofagos M2 eferocitoticos versus 15,90% para macréfagos Mlem co-cultura com
¢élulas UM-SCC-1, P<0.05). Adicionalmente, verificou-se que a eferocitose de células
tumorais influencia o fendtipo dos macrdofagos.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Macréfagos. Fagocitose. Galanina.



Gonzalez-Maldonado LA. Efferocytosis of squamous cell carcinoma cells by macrophages:
influence of galanin, tumor cell-secreted soluble products and phenotype [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Macrophages are a major link between innate and adaptive immunity and are present both in
the surrounding stroma and within various solid tumors (when they are denominated fumor-
associated macrophages, TAMs), where these cells may represent up to 50% of the tumor
mass. In head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC), TAMs are predominantly of the
M2 phenotype and the prognosis is inversely correlated with their abundance. The
effectiveness of non-surgical treatment of solid tumors (chemotherapy/radiotherapy) is
directly related to the induction of neoplasic cell death. In the repair process, apoptotic/dead
cells must be removed by phagocytosis by other cell types (particularly macrophages), in a
process called efferocytosis. Although this is a critical step in the repair and reestablishment
of tissue homeostasis, efferocytosis itself may affect the phenotype of macrophages, skewing
the cells towards an M2 phenotype, which is deemed as a 'pro-tumoral' phenotype. Galanin is
a 29 aminoacid peptide of 29 produced by various cell types and with a broad spectrum of
biological effects. The constitutive expression of galanin by head and neck cancer cells is
associated with the increased of tumor aggressiveness and has been proposed as a biomarker
of tumor aggressiveness and also as a possible therapeutic target in HNSCC. Thus, the goal of
the present study was to determine the role of secreted products from head and neck cancer
cells, and of galanin independently, on macrophage phenotype and efferocytosis. In order to
determine the influence of secreted products from tumor cells and of galanin in the
phenotypic profile of the macrophages (independent of cell-to-cell contact), the cells were
treated with conditioned medium (CM) prepared from tumor cell lines UM-SCC- 1 and UM-
SCC-22B. Furthermore, to evaluate the effect of cell-to-cell contact and secreted products on
the gene expression and efferocytosis of 'pre-polarized' M1 or M2 macrophages, co-cultures
with tumor cell lines UM-SCC-1 and UM-SCC-22B with UV-induced apoptosis were
performed. The phenotypic profile (M1 / M2) was determined by RT-qPCR and eferocytosis
was assessed by flow cytometry and fluorescence microscopy. Products secreted by tumor
cells, as well as direct cell:cell contact influence the expression of TNF and IL10 in
macrophages. Our results shows an increased expression of TNF and IL10 when macrophages
were co-cultured with UM-SCC-1 and UM-SCC-22B tumor cells (P <0.05). However, when
macrophages were pre-conditioned with soluble products of these tumor cell lines, there was a
decrease in gene expression of TNF and IL10 (without significant difference versus MO
macrophages). M2 macrophages (31.38%) were more effective in the efferocytosis of head
and neck squamous cell carcinoma cells than M1 macrophages (31.38% of efferocytotic M2
macrophages versus 15,90% of M1 macrophages for the UM-SCC-1 cell line, P< 0.05). In
addition, it was observed that the efferocytosis of tumor cells influences the phenotype of the
macrophages.

Keywords: Mouth neoplasms. Macrophages. Phagocytosis. Galanin.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

7-AAD: 7-aminoactinomycin D

APC: antigen-presenting cels (células apresentadoras de antigeno)

ARGI: Arginase 1

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico complementar)
DNA: deoxyribonucleic acid (4cido desoxirribonucleico)

FBS: fetal bovine serum (soro fetal bovino )

HNC: head and neck cancer (cancer de cabega e pescoco)

HNSCC: head and neck squamous cell carcinomas (carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco)

IGF-I: insulin-like growth factor-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1)
IL10: interleukin-10 (interleucina-10)

IL12: interleukin-12 (interleucina-12)

IL1ra: interleukin-1 receptor antagonista (receptor antagonista da interleucina-1)
IL23: interleukin-23 (interleucina-23)

CM: conditioned médium (Meio condicionado)

MHC: complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex)
OSCC: oral squamous cell carcinomas (carcinomas espinocelulares de orofaringe)
P/S: Penicillin - Streptomycin (Penicilina - Estreptomicina)

PCR: polymerase chain reaction (reacao de polimerase em cadeia)

PDGF: platelet derived growth factor (Fator de crescimento derivado de plaquetas)
PMA: forbol-12-miristato-13-acetato

RNAm: messenger ribonucleic acid (acido ribonucleico mensageiro)

RT-qPCR: real time quantitative polymerase chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase
quantitativo em tempo real)

TAM: tumor-associated macrophages (macréfagos associados a tumores)

TGF-beta: transforming growth factor beta (fator de transformagao do crescimento beta)
TNF: tumor necrosis fator (fator de necrose tumoral)

UV: ultraviolet (ultravioleta )

VEGEF: vascular endothelial growth factor (fator de crescimento do endotélio vascular)

ACt: delta threshold cycle (comparativo Ct)
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1 INTRODUCAO

O cancer representa uma das principais causas de mortalidade no mundo, com
estimativa de 1.685.210 novos casos diagnosticados apenas nos EUA em 2016, sendo que
destes estima-se que 595.690 morreriam por causa da doenca'. Cancer é a denominacio
coletiva para uma multitude de doengas que apresentam como caracteristicas centrais comuns:
i. proliferacao celular descontrolada e ilimitada; ii. auto-suficiéncia em sinais necessarios para
a proliferacdo; iii. insensibilidade aos sinais inibitorios da proliferagao; iv. evasao da morte
celular programada (apoptose); v. angiogénese alterada suportando a proliferagcdo
descontrolada; vi. capacidade de invasdo e disseminagdo a distancia (metastase); vii.
instabilidade gendmica e mutagdo; viii. modulacdo de processos inflamatérios que
influenciam a promogao de tumores; ix. reprogramacao do metabolismo da energia celular; e

x. evasdo dos ataques e tentativas de eliminacdo por células imunes® * (Figura 1).

Figura 1 - Representagdo esquematica das caracteristicas centrais do cancer, envolvendo alteragdes
genéticas e epigenéticas

Auto-suficiéncia em sinais
necessarios para a
proliferacdo

Insensibilidade a sinais
inibitérios da proliferagdo

Reprogramacgédo do
metabolismo da energia
celular

Evasdo da morte celular
programada (apoptose)

Instabilidade gendmica e
mutagdo

Evasdo dos ataques e
tentativas de eliminagdo
por células imunes

Proliferagdo celular
descontrolada e ilimitada

Processos inflamatérios
que influenciam a
promog&o de tumores

Fonte: Adaptado de Hanahan ¢ Weinberg?

Angiogénese alterada
suportando a proliferagdo
descontrolada

Capacidade de invasdo e
disseminagdo a distancia
(metastase)

p.668

O cancer de cabeca e pescoco (Head and neck cancer, HNC) € a denominagao comum

para um conjunto de condigdes neoplasicas afetando os tecidos e estruturas da cabeca e
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pescoco. HNC esté entre os 8 tipos mais comuns de cancer e, fundamentalmente, ¢ associado
com elevados custos econdmicos e sociais uma vez que o tratamento ndo apresentou avangos
significativos nas ultimas 5 décadas. Mesmo quando bem-sucedido, o tratamento de escolha
(ressecgdo cirurgica, associada ou ndo a quimio e radioterapia) causa elevada morbidade em
casos mais avangados ou com lesdes extensas. Embora no periodo entre 2005-2011 as
estatisticas indiquem que praticamente todos os tipos de cancer tenham apresentado melhora
nas taxas de sobrevida em 5 anos, o prognéstico de HNC continua sendo tao ruim ou pior do
que o progndstico de cancer de mama, prostata ou céolo de ttero™**. A maior parte (>90%) dos
HNC sdo carcinomas de células espinocelulares (head and neck squamous cell carcinomas,
HNSCC), os quais tem como caracteristica uma alta agressividade relacionada a invasao loco-
regional nos tecidos circundantes e metastases em orgaos distantes, as quais podem ocorrer

mesmo em estagios iniciais, além de uma alta recorréncia apds tratamento™ °.

O microambiente tumoral inclui diferentes tipos celulares além das células
neoplésicas, como células da resposta imune (linfocitos, macrofagos) e fibroblastos que vao
interagir entre si € com a matriz extracelular. A heterogeneidade celular no microambiente
tumoral vai dar a cada neoplasia caracteristicas Unicas que podem influenciar a progressdo de
cada neoplasia’. Com a progressdo do tumor, o microambiente tumoral também se altera para
um estado ‘ativo’ por meio de intera¢cdes tumor-estroma’. A galanina é um peptideo de 29
aminoacidos originalmente identificada como um neuropeptideo. Existem trés receptores
distintos reconhecidos em ratos ¢ humanos (GalR1, GalR2, GalR3) com diferentes afinidades
pela galanina como ligante resultando na regulacdo de efeitos bioldgicos mediante diversas
vias de sinalizacdo®. A Expressdo de galanina se encontra amplamente distribuido no sistema
nervoso central e periférico, assim como em diferentes 6rgdos do sistema digestivo, pele e
células cancerigenas®. Como resultado dos diferentes alvos pela ampla distribuicio da
galanina, se vem estudando possiveis efeitos terapéuticos em tratamento em patologias como
alzhaimer, dor neuropatico, diabetes’ e diagndstico e tratamento de cincer como cancer de
colon'®, melanoma!!, cancer de cabeca e pescogo!?. A expressdo constitutiva de galanina por
células de cancer de cavidade oral estd associada a maior agressividade do tumor, o que ¢
suportado por estudos em modelo murino de cancer de células escamosas da cavidade oral,
em que a expressao de galanina pelas células tumorais se correlaciona positivamente com o

crescimento tumoral'3

. Estes dados indicam que a expressdao de galanina pode ser um
marcador prognostico de agressividade do tumor e também um possivel alvo terapéutico em

HNSCC.
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Macrofagos sdo derivados de um precursor mieldide comum que também dé origem a
células dendriticas. Juntamente com as células dendriticas, os macréfagos sdo o protdtipo das
células apresentadoras de antigeno (APCs, antigen-presenting cels), realizando a ""ponte™’
entre resposta imune inata e adaptativa. Suas principais fungdes como APC sdo: 1) fagocitar e
matar microrganismos invasores, ¢ 2) ativar as células T por meio da apresentacdo de
antigenos via complexo de histocompatibilidade (MHC) II e também pela secre¢do de
citocinas imunomodulatorias e outras moléculas bioativas. No entanto, os macrofagos
exercem outras fungdes de grande relevancia na homeostase dos tecidos, por meio de seu
papel nas fases de reparo apds injuria de natureza estéril ou infecciosa. Este processo de
reparo frequentemente envolve a fagocitose de células mortas, debris celulares, produtos de
degradacao tecidual e também pela estimulacdo da angiogénese e fibrose com a secrecao de
moléculas bioativas, como TGF-beta (fator de transformacao do crescimento beta), PDGF(,
Fator de crescimento derivado de plaquetas), IGF-1 (fator de crescimento semelhante a

insulina tipo) ou VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular)'* '3 (Figura 2).

Os macrofagos sao extensamente estudados no contexto do cancer, em parte pela
abundancia relativa na resposta imune associada as neoplasias, ja que podem representar até

50% da massa tumoral'®

. Quando presentes no interior da massa tumoral de tumores so6lidos,
sao denominados macrofagos infiltrantes no tumor (TAMs, tumor-infiltrating macrophages).
Existe evidéncia indicando que os TAMs tém, primariamente, um papel pro-tumoral ou de
favorecimento da progressdo do tumor, incluindo a redug¢do da apoptose e promog¢do da
proliferagdo de células tumorais, aumento da invasio e metastase” !> 13, De fato, existe uma
correlagdo inversa entre a intensidade do infiltrado de macrofagos na massa tumoral e o
prognoéstico de diversos tipos de cancer, incluindo mama, colo-retal, estbmago, prostata,
pulmao, tireoide, vesicula, trato urinario e melanoma'®23. E preciso considerar também a
possibilidade de diferentes fendtipos de macrofagos estarem associados a localizacao
anatomica destas c€lulas: no interior da massa tumoral (TAMs) ou no estroma circundando a
lesdo®* 2°. A notavel diferenca nos microambientes do interior da massa tumoral e do estroma
circundante suportam a possibilidade de variagdes fenotipicas nos macrofagos (Figura 2). A
hipoxia, um fator ambiental de grande relevancia no fenodtipo de macrofagos, ¢ muito
acentuada no interior da massa tumoral em comparagdo ao estroma circundante. Macrofagos
localizados no estroma circundante podem facilitar a invasdo loco-regional dos tumores,
degradando a matriz extracelular na "'borda infiltrante’” do tumor; enquanto outros

macrofagos presentes no interior da massa tumoral (TAMs) podem estimular a angiogénese e
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favorecer a penetracdo de células neoplésicas nos vasos sanguineos, estimulando a

metastase’® 2.

Uma meta-analise indica que o aumento da infiltracdo de macréfagos esta associado
com estagios mais avancados e reduzida sobrevida dos pacientes com tumores soélidos,
incluindo carcinomas de cabega e pesco¢o®. Um maior infiltrado de macréfagos é observado
em casos de carcinoma de células escamosas de orofaringe metastaticos em comparagdo a
casos sem metastase, e também estd correlacionado diretamente com envolvimento nodal e
reduzida sobrevida dos pacientes?® 3°, dados que suportam o papel pro-metastatico de

macrofagos presentes no interior da massa tumoral (TAMs).

Figura 2 - Representagio esquematica de seis possiveis acdes bioldgicas de macrofagos de relevancia
para a progressdo de neoplasias
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Embora cada uma destas agdes possa ser atribuida a uma subpopulacao de macréfagos especifica, a
maior parte das agdes pro-tumorais podem ser associadas ao fendtipo M2 ou de ativagao alternativa.

Fonte: Qian e Pollard?!»2

Heterogeneidade e plasticidade sdo caracteristicas fundamentais dos macrofagos, os
quais se apresentam basicamente em dois tipos fundamentais: M1 ou classicos/pro-
inflamatoérios (expressao de /L23 e de elevados niveis de IL12); e 'M2' ou alternativos/anti-

inflamatorios (elevada expressdo de /L0, ILIRA e baixa expressdo de /L12). A polariza¢ao
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para estes fenotipos ¢ induzida por caracteristicas e estimulos do microambiente. Produtos
secretados por linhagens celulares de carcinoma de células escamosas de orofaringe
aumentam a migragcdo/quimiotaxia de macrofagos, indicando que o microambiente nestes

tumores recruta, ativamente, macrofagos'®.

A efetividade do tratamento quimio/radioterapico e também da resposta imune anti-
tumoral esta diretamente relacionada ao aumento da morte celular de células neoplasicas. O
microambiente tumoral apds o tratamento anti-tumoral apresenta abundancia de sinais de
células em apoptose®. A remocgio das células mortas ocorre por um processo denominado
eferocitose, segundo o qual as células apoptoticas sdo fagocitadas por diversos tipos celulares,
especialmente por macrofagos e células dendriticas®® 34, Este processo é regulado por sinais
moleculares denominados “'me coma’* (eat me), como a calreticulina® e a fosfatidilserina*® 3’
e "'ndo me coma’ (don't eat me), como CD47°%. A remocdo das células apoptoticas € um
processo fisioldgico necessario (por ex., a desregulagdo/inibigdo deste processo esta associada
ao desenvolvimento de doencgas auto-imunes como o lipus eritematoso sistémico e a doenga
pulmonar obstrutiva cronica), a eferocitose esta associada ao processo de reparo e, portanto, a
um microambiente ~‘'menos inflamatorio’” ou de imunotolerancia e, especificamente, a um

perfil de ativacdo alternativo (M2) em macrofagos>? 34!,

O processo de eferocitose pode ser didaticamente dividido em quatro etapas
principais**: L. liberagio de sinais “'me coma’ pelas células apoptoticas, II. reconhecimento
especifico da célula morta, IIl. envolvimento e degradacdo das células mortas; IV. efeitos

posteriores a eferocitose (Figura 3).
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Figura 3 - Representagdo esquematica das quatro etapas principais na eferocitose
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células apoptoticas morta células mortas

Fonte: Adaptado de Tabas I+

A ativacdo da eferocitose ¢ um possivel mecanismo para a promogdo do crescimento
tumoral pela manutencdo de um microambiente anti-inflamatorio e com inibi¢do da resposta
imune. Assim, embora seja um processo necessario, a inibicao da eferocitose em cancer (ao
menos de forma controlada e por tempo limitado) pode ser uma estratégia de promogao da
imunidade anti-tumoral, pré-inflamatoria e associada ao perfil de ativagao classico/M1 em

macrofagos*> #

, ou uma alteracdo de um microambiente imunosupressor (M2) para um
amnbiente ‘imuno-ativo™" (M1)*2. De fato, evidéncias recentes indicam que a eferocitose de
células de cancer de prostata apoptoticas induz a polarizacdo de macrofagos para o perfil
M2%; também que a inibicdo da eferocitose por macréfagos reduziu a metastase em modelo
pré-clinico de cancer de coélon®. A literatura é escassa em informagdes sobre o papel da
eferocitose na progressao de carcinoma espinocelular de orofaringe. Um dos poucos estudos
sugerem que macrofagos M1 ou M2 podem fagocitar células apoptoticas de carcinoma
espinocelular de lingua*’. Além disso, a metodologia de avaliagio da eferocitose nio é

definitiva (marcacdo de lipideos de membrana com fluoréforos) e pode representar apenas

contato direto ou fusdo entre macréfagos e células tumorais.

Considerando i) a relevancia dos macréfagos para a progressao de tumores solidos; ii)
a influéncia de mediadores biologicos secretados por células tumorais sobre o fenotipo de
macrofagos; iii) a influéncia do fenotipo de macréfagos presentes no microambiente tumoral
na producgdo de substancias biologicamente ativas com efeitos anti- ou pré-tumorais; iv) a

relevancia da eferocitose no processo de reparo tecidual pds-tratamento de tumores solidos; e
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v) a relativa escassez de informagdes relacionadas especificamente a eferocitose em
carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco, propomos avaliar a influéncia de produtos
secretados por células tumorais, da galanina especificamente, e do contato direto célula-célula

sobre o perfil fenotipico e a atividade de eferocitose de macréfagos.
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6 CONCLUSAO

Em conclusao, nosso estudo demostrou que os produtos secretados por células de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e o contato direito dos macrofagos com as
células tumorais (célula-célula) pode influenciar a expressdo genica de TNF e ILI0 em
macrofagos (Figural7). Os resultados também indicam que a eferocitose de células tumorais
influencia o fenotipo dos macréfagos. Macrofagos polarizados para o perfil M2 tem uma
maior atividade de eferocitose de células de carcinoma espinocelular de cabega e pescoco do
que macrofagos MO ou macréfagos polarizados para o perfil M1 (Figura 18A), porem o
microambiente contendo os produtos secretados pelas linhagens tumorais apresentou uma

diminui¢do na atividade da eferocitose (Figura 18B).

A literatura relata a relevancia dos macréfagos para a progressao de tumores so6lidos,
conhecidos como TAM, e importante ressaltar nossos resultados na modulagdo no fenétipo
dos macrofagos em carcinoma espinocelular de cabega e pescoco, tanto pelos produtos
secretados pelas células tumorais, quanto do contato célula:célula. Assim como o mecanismo
na comunica¢do do macrofago para o reconhecimento da célula tumoral apoptoéticas em
diferentes tipos de cancer de cabega e pescoco. A relevancia da eferocitose e do fenotipo dos
macréfagos no processo de reparo tecidual pos-tratamento de tumores solidos € na progressao
do tumor e de grande importancia para o planejamento do tratamento, assim como o
reconhecimento de possiveis alvos para o desenvolvimento de novas terapias para o cancer de

cabega e pescoco.

Figura 17 - Representacdo esquematica da influéncia nos macréfagos dos produtos secretados pelas
linhagens tumorais e a galanina favorecendo um perfil M2 ou pro-tumoral dos macréfagos
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg
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Figura 18: Representacdo esquematica da influéncia do perfil fenotipico do macrofago (M0, M1, M2),
na eferocitose de células tumorais com marcado aumento na atividade do perfil M2 (Figura 18A). Sem
embargo, se evidencia e diminui¢ao da eferocitose quando os macréfagos foram expostos ao meio
contendo os produtos soltveis das células tumorais UM-SCC-1 e UM-SCC-22B ¢ a galanina
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