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RESUMO

Macrofagos sédo as células imunes mais abundantes em carcinomas espinocelulares
de cavidade bucal, podendo representar cerca de 50% da massa do tumor. A
guantidade de macroéfagos infiltrando a leséo tumoral é inversamente relacionada ao
progndstico e sobrevida dos pacientes. Os macrofagos presentes no microambiente
tumoral (TME) sdo denominados macréfagos associados ao tumor (TAM) e tem seu
fendtipo influenciado por moléculas presentes no TME, incluindo os produtos
secretados pelas células neoplasicas. No processo de vigilancia imune, os
macrofagos tém a fungéo de detectar células tumorais e ativar a imunidade adaptativa
para eliminacido destas, além de participar no processo de reparo tecidual /
restabelecimento da homeostasia. O Fator de Transformag¢ao de Crescimento (TGF)-
B e o Fator Estimulador da Formagdo de Col6nia (CSF)-1 afetam diretamente o
fendtipo de macrofagos, e sua expressdo em tumores epiteliais esta associada a maior
agressividade / progressao. Estas proteinas favorecem a polarizagdo de macréfagos
para um fenétipo semelhante ao M2, que € associado a tumores mais agressivos. O
receptor 2 de galanina (GALR2) é considerado um oncogene em HNC, favorecendo a
proliferacdo e sobrevivéncia celular e também a invasio; no entanto as influéncias da
expressdo de GALR2 pelas células tumorais na modulagdo macrofagos e na
expressdo de TGF-B e CSF-1 sdo desconhecidas. O objetivo geral do projeto foi
determinar o efeito do TGF-B secretado pelas células tumorais na biologia de
macrofagos, assim como determinar o efeito da expressao/atividade de GALR2 por
células tumorais no fenotipo de macrofagos e sua possivel interagdo com a expresséo
de TGF-B e CSF-1 pelas células tumorais. O desenvolvimento do projeto foi baseado
em trés objetivos especificos e os resultados foram divididos em 3 artigos. O primeiro
objetivo foi determinar a influéncia dos produtos secretados pelas células de linhagens
neoplasicas com alta (H314, carcinoma de células escamosas de assoalho de boca)
e baixa (SCC-9, carcinoma de células escamosas de lingua) expressao constitutiva
de TGF-f3 no fendtipo de macréfagos; assim como na migragao, quimiotaxia e invaséo
de células tumorais em co-cultura com macréfagos in vitro. O fenétipo de macréfagos
foi determinado pelo RT-gPCR e analise multiplex e indicou um perfil pré-
tumoral/reparo (M2) de macrofagos estimulados com o secretoma de H314 e um perfil
com tendéncia ao perfil pro-tumoral/inflamatorio (M1) em macréfagos estimulados
com o secretoma das células SCC-9. Produtos secretados por macréfagos
aumentaram a quimiotaxia de ambas as linhagens neoplasicas, porém apenas o
secretoma de H314 foi quimiotatico para macréfagos. Macrofagos condicionados com
o secretoma das células tumorais favoreceram a invasdo da linhagem menos invasiva
(H314) e inibirdo a invasao da linhagem mais invasiva (SCC9). O segundo objetivo
foi avaliar a influéncia especifica do TGF-§ secretado pelas linhagens SCC-9 e H314
no fendtipo de macrofagos pelo RT-gPCR e ELISA, assim como na quimiotaxia e
invaséo (in vitro e in vivo, em modelo de membrana corio-alantéica do ovo de galinha)
das células neoplasicas em co-cultura com macréfagos. A inibi¢ao do efeito do TGF-



B como componente do secretoma das linhagens neoplasicas foi realizada com o
tratamento dos macréfagos com inibidor bioquimico da quinase associada ao receptor
de TGF- tipo | (TGF-bRIk) previamente ao estimulo com o secretoma das linhagens
neoplasicas. O bloqueio da atividade biologica de TGF- atenuou a expressao de IL-
10 (marcador M2) avaliada por RT-gPCR e ELISA. A inibicdo de TGF-B em
macréfagos também reduziu a invaséo de células H314 in vivo e in vitro e reduziu a
guimiotaxia de macréfagos para esta linhagem. Por outro lado, a inibigdo de TGF-bRIk
aumentou a quimiotaxia reciproca entre macréfagos e a linhagem SCC-9. O terceiro
objetivo foi determinar a influéncia da expresséao/atividade de GALR2 nas linhagens
neoplasicas sobre o fendtipo de macrofagos e a possivel interagdo de GALR2 com a
expressdao de TGF-B e CSF-1 como mediadores importantes para macrofagos.
Utilizamos quatro linhagens celulares transgénicas derivadas das mesmas linhagens
neoplasicas parentais (SCC-9 e H314), incluindo duas linhagens com alta expressao
de GALR2 e as respectivas linhagens-controle (transfectadas com o mesmo vetor
plasmidial de expressao - pcDNA3.1 - 'vazio'). A expressao constitutiva de TGF- e
CSF-1 e a meia-vida dos mRNAs foram determinados por ELISA e RT-gqPCR,
respectivamente. O perfil fenotipico de macrofagos foi determinado usando RT-gPCR
e analise multiplex; e a invaséo de células tumorais em co-cultura com macréfagos foi
avaliada in vitro. A superexpressao de GALR2 reduziu a producdo de TGF- e CSF-
1, bem como a meia-vida do RNAm tanto na linhagem H314 quanto SCC-9. A maior
expressao de GALR2 nas células neoplasicas influenciou o perfil fenotipico dos
macrofagos regulando a expressao de genes-alvo de forma dependente da linhagem
celular neoplasica. Em geral, a maior expressao de GALR2 nas linhagens neoplasicas
H314 e SCC-9 tendeu a acentuar o perfil pro-tumoral dos macrofagos. A invaséo de
H314 com alta expressao de GALR2 na presenga de macréfagos foi discretamente
acentuada, enquanto a expressao de GALR2 reduziu a invasédo da linhagem SCC-9
na presenga e auséncia de macréfagos. Como concluséo geral do trabalho, os dados
suportam que o secretoma de células de carcinoma oral de células escamosas
(OSCC) influencia o fenotipo de macrofagos. A modulagao do fenétipo de macrofagos
pode afetar positiva ou negativamente diversos processos da biologia tumoral, como
quimiotaxia e invasdo, de maneira dependente da linhagem celular neoplasica
especifica. A inibicdo de TGF- como um componente do secretoma das linhagens
H314 e SCC-9 tem efeito atenuador no fendtipo M2 de macrofagos e pode favorecer
ou inibir a quimiotaxia e invasao de diferentes linhagens celulares tumorais. A
expressdo de GALR2 em células OSCC influencia a expressao génica e a produgéo
de proteinas pelos macréfagos de uma maneira especifica da linhagem celular. O
aumento de GALR2 diminui a invasao de células tumorais.

Palavras chave: Neoplasias bucais. Carcinoma de células escamosas.
Macrofagos.



Gonzalez Maldonado LA. Tumor-cell derived TGF-beta as a mediator macrophage
phenotype and Head and Neck Cancer (HNC) tumor cell invasion: intersection with
increased expression and activity of GALR2 in neoplastic cells [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Macrophages are the most abundant immune cell type in the tumor microenvironment
(TME) of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC), representing up to 50%
of the tumor mass. The intensity of macrophage infiltration is inversely proportional to
prognosis and disease survival. In the TME, macrophages are called tumor-associated
macrophages (TAM) and their phenotype is determined by molecules in this
microenvironment, including neoplastic cell-secreted products. As innate immune
antigen-presenting cells, macrophages have an important role in immune surveillance,
detecting neoplastic cells and activating the adaptive immune response for their
elimination, besides participating in the repair process after treatment. Transforming
growth factor (TGF)-beta has marked effects on both macrophage and neoplastic cell
phenotype and it can be produced by cancer cells. Increased expression of TGF- is
associated with worse prognosis of epithelial cancers and drive an M2-like phenotype
in macrophages, which is associated with more aggressive tumors. Galanin receptor
2 (GALR2) is an oncogene in HNC, as it is associated with increased cancer cell
proliferation, survival and invasion; however, the influences of increased GALR2
expression by cancer cells on macrophages and on the expression of TGF- are
unknown. The main objective of the project was to determine the relative influence of
TGF-B as a component of neoplastic cell secretome on macrophage biology. As a
secondary objective, the possible intersection between expression and activity of
GALR2 in tumor cells and the influence on macrophage phenotype through regulation
of TGF-B expression and production. This proposal was structured in three specific
objectives, and the data organized, presented and arranged in three manuscripts. The
first specific objective was to determine the influence of the secretome from neoplastic
cell lines with low (SCC-9, squamous cell carcinoma, tongue) and high (H314,
squamous cell carcinoma, floor of mouth) constitutive production of TGF-B on
macrophage phenotype and macrophage-modulated tumor cell migration, chemotaxis
and invasion. Macrophage phenotype was determined by RT-gPCR and multiplex
analysis. Secretome of H314 cells enhanced the pro-tumoral profile (M2-like) of
macrophages, whereas the secretome of SCC-9 cells skewed macrophages to a pro-
inflammatory (M1-like) phenotype. Macrophage-secreted products were chemotactic
for both neoplastic cell lines, but only H314 secretome was chemotactic for
macrophages. Invasion of the less invasive H314 cells was increased in the presence
of macrophages, whereas inhibited invasion of SCC9 cells. The second specific
objective was to determine the specific relative influence TGF-B secreted by SCC-9
and H314 cell lines on macrophage phenotype. To block the biological influence of
TGF-B as a component of the secretome of neoplastic cell lines, macrophages were
treated with a TGF- Type | Receptor Kinase (TGF-bRIk) biochemical inhibitor before
stimulation with the secretome (conditioned medium - CM) from neoplastic cell lines.
Macrophage phenotype was determined by RT-gPCR and ELISA. Influence of tumor
cell-derived TGF-B on macrophage-modulated chemotaxis and invasion (in vitro and
in vivo) was investigated. Blocking the influence of neoplastic cell-derived TGF-( in
macrophages reduced IL-10 (M2 marker) by RT-gPCR and ELISA. In addition,



inhibition of TGF-B in macrophages attenuates the invasion capacity of H314 cells in
vivo and in vitro and also reduced macrophage chemotaxis to the secretome of H314
cells. In contrast, blocking the effects of TGF-B enhanced reciprocal chemotaxis
between macrophages and SCC-9 cells. The third objective was to determine the
influence of GALR2 expression in neoplastic cells on macrophage phenotype and the
possible crosstalk with expression of TGF-f and CSF-1, as important macrophage-
related mediators, by neoplastic cells. We used four transgenic cell lines derived from
the parental neoplastic lines (SCC-9 and H314), including two cell lines with high
expression of GALR2 and their respective control cell lines (transfected with the same
‘empty’ plasmid expression vector - pcDNA3.1). Influence of GALR2 expression on
constitutive production of TGF-B and CSF-1 and on the half-life of their mMRNAs were
determined by ELISA and RT-gPCR, respectively. Macrophage phenotype was
determined using RT-qPCR and multiplex assay; and the invasion of tumor cells in co-
culture with macrophages was determined in vitro and in vivo. Increased expression of
GALR2 by neoplastic cells tended to enhance the pro-tumoral phenotype of
macrophages. In H314 cells, increased GALR2 discretely increased invasion in the
presence of macrophages, whereas in SCC9 cells increased GALR2 reduced invasion
both in the presence and absence of macrophages. In conclusion, the secretome of
oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells influence macrophage phenotype.
Changes in macrophage phenotype can either increase or decrease chemotaxis and
invasion as outcomes of tumor biology, depending on the specific neoplastic cell line
and the modulation on macrophage phenotype can affect several processes of tumor
biology, such as chemotaxis and invasion in a neoplastic cell lineage-dependent
manner. Inhibition of the biological effect of TGF-3 as a component of the secretome
of the H314 and SCC-9 cells attenuates the M2 / pro-tumoral phenotype of
macrophages. GALR2 expression in OSCC cells influences gene expression and
protein production by macrophages in a neoplastic cell lineage-specific manner. The
increase in GALR2 decreases invasion of neoplastic cells.

Keywords: Mouth neoplasms. Carcinoma, squamous cell. Macrophages.
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1 INTRODUGAO

Cancer de cabeca e pescoco (HNC) é a 6% neoplasia mais prevalente no
mundo’, e o carcinoma espinocelular ou de células escamosas é o tipo mais
prevalente, representando cerca de 90% dos casos de HNC?3. Carcinoma
espinocelular de cabeca e pesco¢co (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma) € uma neoplasia agressiva, caracterizada por invaséo loco-regional e
disseminagao metastatica (especialmente para o sistema linfatico) e elevadas taxas
de recidiva pods-tratamento*. Atualmente, mesmo com a implementagdo dos
tratamentos padrao recomendados, a expectativa de sobrevivéncia em 5 anos para
casos avangados de HNSCC é de cerca de 50%, a qual € inferior a sobrevida de casos

de cancer de mama (~ 70%) e melanoma (~80%)°.

Nos ultimos anos, tem havido grande interesse no estudo da interagao entre
resposta imune e tumores solidos, incluindo HNSCC, devido ao papel importante da
resposta do hospedeiro no desenvolvimento (tumorigénese), progressao (invaséo) e
resposta ao tratamento®’. A interagéo entre células neoplasicas e da resposta imune
ocorre no microambiente tumoral (TME, tumor microenvironment), o qual inclui células
imunes, endoteliais, fibroblastos, células mesenquimais e componentes da matriz
extracelular. O TME é, atualmente, considerado como parte do tumor®® e tem sido
intensamente estudado como potencial alvo terapéutico de diversos tipos de cancer,
incluindo HNSCC?®19. Macréfagos sao as células imunes mais prevalentes no TME de
HNSCC" e representam um importante alvo terapéutico devido a sua participacdo na
oncogénese, progressdol/invasdo e recidiva pos-tratamento’. O numero de
macroéfagos infiltrantes é diretamente relacionado a pior progndéstico em HNSCC'3-15,
e pode estar relacionado a diversos mecanismos biolégicos, como: (i) produgéao
aumentada de mediadores capazes de ativar STAT3 nas células tumorais e promover
sua sobrevivéncia e proliferagao; (ii) produ¢do de mediadores angiogénicos, como
fator de crescimento vascular-endotelial (VEGF); (iii) produgdo de mediadores
capazes de degradar a matriz extracelular e facilitar a invasao, como metaloproteases
de matriz (MMPs); e (iv) produ¢do de mediadores biolégicos imunomoduladores da

resposta anti-tumoral, como IL-6, TNF e IL-1016-20,

Uma caracteristica fundamental dos macréfagos € sua responsividade e

adaptacao aos sinais do microambiente, denominada plasticidade fenotipica. Dois
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fendtipos extremos contrastantes sao tradicionalmente descritos para os macrofagos:
M1/classico ou pro-inflamatério, associado a elevada producéo de IL-1, IL-12, TNF e
ROS; e M2/alternativo ou pro-reparativo, associado a elevada producgao de IL-10, TGF

e IL-1ra.

O fendtipo M2 e subclassificado em M2a (induzido por IL4), M2b (induzido por
ligantes IgG / TLR) e M2c (induzido por IL10, glucocorticdide, CSF-1)?", refletindo a
influéncia de diferentes pistas extracelulares nos macréfagos. Curiosamente, a
polarizagéo fenotipica dos macrofagos é transitoria e dinamica, pois pode ser revertida

de acordo com os sinais do microambiente?2.

Considera-se que o fendétipo dos macrofagos transita em um espectro entre os
extremos ‘M1’ e ‘M2’, dependendo da natureza e relativa abundéancia de estimulos
externos do microambiente?'?*. Além das diferengas entre macrofagos M1 e M2 no
perfil de produg¢do de mediadores biolégicos secretados, incluindo citocinas, existem
proteinas de membrana caracteristicas de cada perfil, consideradas marcadores
fenotipicos, como CD80 (M1) e CD163/CD206 (M2)*.

No TME, os macrofagos assumem um fenétipo tipico, sendo denominados
‘macréfagos associados ao tumor’ (TAM, tumor associated macrophages) o qual é,
tradicionalmente, considerado como ‘semelhante a M2 (M2-like), de perfil
reparador/imunossupressivo. No entanto, em tecidos de casos de HNSCC podem ser
encontrados tanto marcadores do perfili M1 quanto do perfil M225 sugerindo a
participacdo de macrofagos associados aos dois extremos do espectro fenotipico e/ou
que TAMs apresentam um fendétipo hibrido e ndo simplesmente um fendétipo do perfil
M2.
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Figure 1 — Macrofagos associados a tumor
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TAMs sdo macrofagos com fenétipo M2 que respondem a moléculas secretadas pelo tumor
(por ex., TGF-B e CSF-1) e secretam mediadores biologicamente ativos que suprimem a
resposta imune (CCL22, CCL17, TGF-B, IL-10, IL-4) e promovem o crescimento e invasao do
tumor (EGF, VEGF, MMPs).

Fonte: Figura adaptada de Mantovani et al. 2 (2002).

O fator de crescimento de transformagéao beta (TGF-) € um mediador soluvel
com efeitos pleiotropicos no cancer, podendo ter influéncia pro- ou anti-tumoral. No
TME de HNSCC, diversos tipos celulares, incluindo macréfagos, podem produzir TGF-
B. As atividades pro-tumorais do TGF- incluem a inducdo da transicao epitélio-
mesénquima (EMT, epithelial-mesenchymal  transition), processo de
‘desdiferenciagao’ das células epiteliais que é associado tanto a tumorigénese como
a maior agressividade/invasividade dos tumores?$-2, Além disso, TGF-B pode interferir
com o ciclo celular favorecendo a proliferacdo; pode induzir a produgcao de outros
mediadores angiogénicos e de MMPs; também pode apresentar um efeito supressor
na resposta imune, favorecendo a evaséo tumoral**3°. Em modelos de cancer oral em
camundongos, TGF-B promove maior agressividade (invasao de tumores), embora
reduza a ocorréncia de metastases3'32. Expressao elevada de TGF-B € observada em
lesbes primarias avancadas de HNSCC, bem como em lesbes metastaticas em

linfonodos33.
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Os efeitos antitumorais do TGF-f incluem a supresséao de lesdes iniciais, devido
a efeitos antiproliferativos e pro-apoptoticos®. Estes efeitos pleiotropicos do TGF-B
podem estar relacionados a variagoes e interferéncias na fungao/atividade/expressao
de seus receptores e proteinas intracelulares responsaveis pela transdugao do sinal
gerado pelo TGF-8 extracelular até o nucleo da célula. Estas alteragdes e variagdes
podem ser relacionadas a mutagdes/variagdes genéticas ou a variagdes epigenéticas,
as quais podem afetar a expresséo e atividade (funcionalidade) dos receptores e/ou
proteinas sinalizadoras®. Embora existam controvérsias sobre o papel de TGF-B
favorecendo ou inibindo a progressédo de HNSCC, existem evidéncias indicando que
a produgao de TGF-[3 por células tumorais esta associada a pior progndstico.

A galanina é um peptideo de 29 residuos de aminoacidos amplamente
distribuida e com amplo espectro de efeitos bioldgicos®. Existem trés receptores
distintos ja identificados em ratos e humanos (GALR1, GALR2, GALR3). Em células
de HNSCC, GALR2 é o receptor mais expresso e leva a maior ativacdo de Rap1 e
das vias downstream a esta proteina, incluindo MEK/ERK, PI3kinase/Akt e [-
catenin®. Em modelo experimental ortotopico de HNSCC utilizando camundongos
nude, o aumento da sinalizacdo de GALR2 promove o crescimento tumoral, o que
suporta um papel da expressédo deste receptor como marcador progndstico e como
um mecanismo de tumorigénese?7-38,

As vias de sinalizagdo associada a Rap1 estdo associadas a regulagédo poés-
transcricional (via aumento da estabilidade do mRNA) de varias citocinas e fatores de
crescimento®. N&o se sabe se o aumento da atividade de GALR2 em células HNC
aumenta a expressao de TGF-B e CSF-1, promovendo a estabilidade do mRNA. No
TME, TGF-B e CSF-1 sao fatores de crescimento associados a polarizacdo no pro-
tumoral de macrofagos*® e seu efeito pode ser regulado no nivel de estabilidade do
MRNA*",

Esta informacgdo indica que a ativacdo mediada por GALRZ2 de vias de
sinalizagao em células HNC pode afetar a expresséo de varios genes de relevancia
para o crescimento do tumor, incluindo TGF-B e CSF-1, que estdo associados a

imunomodulagdo de macrofagos no TME.
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4 CONCLUSAO

O secretoma de diferentes células de carcinoma oral de células escamosas
(OSCC); a influéncia especifica do TGF- como um componente do secretoma de
diferentes células de OSCC e a influéncia da expressao e atividade de GALR2 em

diferentes células de OSCC exercem efeitos distintos sobre macréfagos.

Coletivamente, os diferentes estudos conduzidos indicam que:

O secretoma de células de carcinoma oral de células escamosas influencia o
fendtipo de macrofagos;

A modulagao do fendtipo de macréfagos pode alterar a capacidade de invasao
das células tumorais;

TGF-B, como um componente do secretoma das linhagens H314 e SCC-9 tem
efeito supressor de fenétipo pré-inflamatério de macrofagos;

A inibicdo da influéncia de TGF-B em macréfagos pode favorecer ou inibir a
quimiotaxia e invasao de diferentes linhagens celulares tumorais;

A expressao/atividade aumentada de GALR2 reduz a expressao de CSF-1 e
TGF-B pela linhagem H314;

Isoladamente, a expressao aumentada de GALR2 n&o promove a invasividade
das linhagens H314 e SCC-9.
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