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RESUMO

Bolpetti AN. Estudo da progressdo tumoral e perfil de expressdo de
citocinas em modelos tumorais associados ao HPV-16 em
camundongos. S&o Paulo; 2009. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio

Prudente]

O papilomavirus humano (HPV) é o principal agente etiolégico do carcinoma
de colo uterino. Citocinas e quimiocinas produzidas pelas células
neoplasicas, assim como pelas células do sistema imunolégico, podem
direcionar a tolerancia ou a uma resposta imune efetiva. A presenga do
HPV16 pode influenciar o perfil de citocinas e quimiocinas expressas durante
o desenvolvimento dos tumores, sendo o objetivo geral deste trabalho
avaliar o perfil de expressao de citocinas na resposta imune contra tumores
TC-1 em camundongos C57BI/6. Mais especificamente pretendemos
caracterizar o perfil de expressao in situ de citocinas e quimiocinas nestes
tumores, nas células tumorais e no infiltrado leucocitario, e comprovar a
atividade de algumas destas moléculas com relagdo ao recrutamento de
células e resposta imunoldgica contra os tumores TC-1. Estudo prévio do
nosso laboratério identificou células mieldéides CD45+/CD11b+/F480+ como
componente majoritario do infiltrado leucocitario. Estas células foram
classificadas como macréfagos associados a tumores (TAMs) de acordo
com as caracteristicas fenotipicas identificadas. No trabalho aqui descrito,
alguns achados de expressao de mRNA, como IL-10 e MMP-9 expressos
pelos leucécitos infiltrantes contribuem para a caracterizacdo do fendtipo
destes macrofagos. Pela analise de expressao de citocinas e quimiocinas,
identificamos moléculas pro-inflamatoérias, como IL-1B, IL-6 e TNFa, e
moléculas regulatodrias, como IL-10 e TGFB. Um achado interessante foi a
expressao exclusiva de IL-10 pelo infiltrado leucocitario, que nos levou a
investigar o papel desta citocina em nosso modelo. IL-10 tem papel

supressor da resposta celular mediada por linfécitos TCD8+, uma vez que
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observamos maior quantidade de infiltrado de linfocitos TCD8+ especificos
para um peptideo de E7 de HPV16 nos animais deficientes para IL-10. Além
disso, na auséncia de IL-10 os tumores TC-1 crescem mais lentamente, e
apresentam quantidade reduzida de linfocitos T regulatérios nos linfonodos
dos animais. A presenca de CCL2 e MCSF foi identificada apds analise de
MRNA e proteina. A elevada expressao de CCL2 pelas células tumorais nos
levaram a investigar o papel desta quimiocina no recrutamento de células
mieldides em resposta as células HPV-16 positivas. Em ensaio de migragéo
in vitro observamos que CCL2 possui papel importante no recrutamento de
mondcitos CD11b+, sendo este efeito especifico de células que expressam
as proteinas oncogénicas E6 e E7 de HPV-16. Os resultados apresentados
neste trabalho ilustram o complexo painel de citocinas e quimiocinas que
estdo envolvidos na inibicdo da resposta imune anti-tumoral e podendo
influenciar o fendtipo de células do sistema imune recrutadas para o local da

lesao.
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SUMMARY

Bolpetti AN. [Cytokine expression profile in HPV16 associated tumors in
C57BI/6 mice]. Sao Paulo; 2009. [Tese de Doutorado-Fundagao Anténio

Prudente]

Infection with Human Papillomavirus (HPV) is the main cause of cervical
cancer. Cytokines and chemokines are key molecules in the local immune
response owing to their immunomodulators activities. Great varieties of these
molecules are produced by tumor cells as well as by the tumor infiltrate that
lead to the recruitment of leukocytes associated to tumor progression. Due to
the importance of local immune response against tumor establishment we
proposed to evaluate the expression of cytokines, chemokines and their
receptors involved in the inflammatory response in HPV associated tumors.
Previous data showed us that TC-1 tumors were infiltrated mainly by
CD45+/CD11b+F4/80+ macrophages with M2-like phenotype, and virtually
no lymphocytes. In this study, our results showed high levels of MCSF-R and
MMP-9 expression by the infiltrate. We also observed TGFf3, IL-1B, IL-6,
VEGF, CCL2 and CCL5 expression by tumor cells as well as by the
infiltrating leukocytes. Our in vitro studies showed that CCL2 is responsible
for myeloid cell recruitment by HPV16 EG/E7 expressing cells. Interestingly,
we observed high expression of IL-10 and TNFa by the infiltrate. Moreover,
we tested the hypothesis that IL-10 produced by the tumor inflammatory
infiltrate has a role in suppression of T cell anti-tumor response. In IL-10
deficient mice or wild type mice treated with neutralizing antibodies against
IL-10 and IL-10R, tumor growth was inhibited in parallel with an increase in
tumor infiltration by HPV16 E7 specific TCD8+ lymphocytes. At the same
time, we observed that upon antigen stimulation less regulatory T cells were
observed in lymph node cultures which IL-10 effect was neutralized. Our data
indicate that IL-10 produced by infiltrating leukocytes inhibits anti-tumor T cell

responses in this model. In summary, we observed expression of
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inflammatory cytokines like TNFa and IL-1 in TC-1 tumors, which are usually
associated to chronic inflammation leading to tissue damage and
transformation. We also detected suppressor cytokines like IL-10 and TGFp,
which, as demonstrated have a role in suppression of anti-tumor T cell
responses. Our data describes a tumor environment where tumor growth is
facilitated by the absence of cellular responses and possibly by the

inflammation.
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1  INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA DE COLO UTERINO E PAPILOMAVIRUS

HUMANO (HPV)

Evidéncias epidemioldgicas baseadas em estudos moleculares
comprovaram a associacdo causal entre determinados tipos de
Papilomavirus Humano (HPV) e o cancer de colo do utero (BOSCH et al.
2002). Entretanto, a maior parte das infec¢des nao leva ao desenvolvimento
de sintomas e ao aparecimento de lesdes visiveis, sendo a maioria
eliminada em um curto periodo de tempo pelo sistema imune. Apenas uma
pequena propor¢cao de mulheres apresenta infecgdes persistentes por um
mesmo tipo de HPV. A infecgao persistente por um tipo de HPV de alto risco
oncogénico € principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer de
colo do utero (SCHLECHT et al. 2001).

O carcinoma do colo uterino € o segundo tipo de cancer mais
freqiente em mulheres no mundo, com aproximadamente 500.000 novos
casos diagnosticados responsaveis por 230.000 mortes registradas a cada
ano (PARKIN et al. 2001; PISANI et al. 2002). A incidéncia desta neoplasia
em paises menos desenvolvidos é duas vezes maior se comparada aos
paises desenvolvidos. No Brasil, as estimativas para 2008, segundo o
Instituto Nacional de Cancer-INCA, previram o aparecimento de 18.600

novos casos (Ministério da Saude 2007).
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Atualmente existem mais de 120 tipos diferentes de papilomavirus
humano, dentre os quais, mais de 40 infectam o trato anogenital (ZUR
HAUSEN 1996). A infecgdo por HPV genitais € considerada a doenca
sexualmente transmissivel mais comumente diagnosticada (TROTTIER e
FRANCO 2006). Estes virus sao divididos de acordo com o potencial
oncogénico e risco que conferem ao desenvolvimento de lesdes
neoplasicas. Os de baixo risco oncogénico estdo associados ao
desenvolvimento de lesdes benignas do colo uterino e verrugas genitais. E
os de alto risco estdo associados as lesbes intraepiteliais de alto grau e
carcinomas invasivos de colo do utero (MUNOZ et al. 2003).

Os principais tipos de HPV genitais sao:

1) De baixo risco oncogénico: HPV 6, 11, 42, 43 e 44
2) De alto risco oncogénico: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 58

O HPV-16 é um dos mais prevalentes em mulheres sexualmente

ativas e com citologia cervical normal (VILLA 1997), sendo o responsavel por

50 a 60% dos casos de cancer de colo uterino (BOSCH et al. 2002).

1.2 BIOLOGIA DO VIRUS

Os HPV pertencem a familia Papillomaviridae, e sdo constituidos por
um capsideo nédo envelopado com didmetro em torno de 55nm que engloba
uma molécula de DNA circular dupla fita de aproximadamente 8000pb (ZUR
HAUSEN 1996). Os diferentes tipos de HPV possuem uma organizagéo

gendmica bem conservada. O genoma do virus esta dividido em trés
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regides: a regiao regulatéria (LCR, long control region), regido precoce
(early) e regiao tardia (late). A regido LCR esta localizada entre L1 e EG6, e
contém a origem de replicacdo do DNA, além de ser o local onde se ligam
diversos fatores de transcricdo que regulam a expressado génica. Os genes
L1 e L2, localizados na regido tardia, codificam as proteinas do capsideo
viral. Os genes da regiado precoce, E1 e E2, codificam proteinas envolvidas
na replicacdo do DNA viral e no controle da transcricdo. Os genes E6 e E7
codificam proteinas com atividade de imortalizacao e transformacao celular.
Juntamente com a proteina codificada pelo gene E5, E6 e E7 sao
responsaveis pelos principais mecanismos de evasao do sistema imune
(revisado por O'BRIEN e SAVERIA CAMPO 2002). Além disso, E5 também
aumenta a sinalizagao iniciada pelo receptor de EGF, Fator de Crescimento
Epidermal, mantendo-o mais tempo na superficie celular através da
alteracao do pH de endossomos (STRAIGHT et al. 1995).

A infecgcdo produtiva pelo HPV esta relacionada com o grau de
diferenciacao do epitélio. A infecgao ocorre nas células epiteliais da camada
basal, através de microlesdes. O virus se utiliza da alta capacidade destas
células de se reproduzirem para a replicacdo do DNA viral e depende da
expressao dos genes precoces que estimulam o ciclo celular (MCMURRAY
et al. 2001). Nas camadas mais diferenciadas do epitélio, o DNA viral é
empacotado em novos capsideos e a progénie viral € liberada da célula
(HEBNER e LAIMINS 20086).

O potencial oncogénico dos HPV de alto risco pode ser atribuido

principalmente a duas proteinas virais precoces E6 e E7 (MUNGER e
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HOWLEY 2002). Estas proteinas sdo as unicas consistentemente expressas
em células de tumor (ZUR HAUSEN 1996) e a manutencdo da sua
expressao € essencial para a sustentacdo do fendtipo transformado. A
proteina E6 de HPV de alto risco é capaz de interagir com e inativar a
proteina supressora de tumor p53. E6, através da interacido com a proteina
E6AP, uma subunidade do sistema de proteasomo, leva a unbiquitinacio e
degradacgao de p53 (SCHEFFNER et al. 1990). A interagdo da proteina E7
com pRb induz a inativagdo da proteina supressora de tumor; E7 liga-se
preferencialmente a forma hipofosforilada de pRb (MUNGER et al. 1989),
promovendo sua degradagao via proteasomo (BOYER et al. 1996). Dessa
forma, as atividades de E6 e E7 de HPV de alto risco, sobre as proteinas
p53 e pRb, respectivamente, contribuem para a imortalizacao das células
infectadas pelo virus (MUNGER e HOWLEY 2002). Com o aumento da
proliferacdo e escape de um mecanismo de apoptose importante como p53,
a probabilidade de ocorrer acimulo de alteragbes genéticas que levem a
transformacado aumenta com o tempo. Além disso, mecanismos de defesa
celular podem intensificar estes processos como sera discutido adiante.

A proteina E5 é sabidamente a principal proteina transformante em
papilomavirus bovinos (BPV) (SCHILLER et al. 1986), entretanto, em células
infectadas por HPV ela apresenta baixo poder de transformacdo. E5 de
HPV-16 exerce papel no ciclo produtivo do virus, atuando em cooperagao
com EGFR (receptor do fator de crescimento epidermal), e
consequentemente estimulando a proliferagdo celular e replicacdo viral

(STRAIGHT et al. 1993). Adicionalmente, E5 de HPV de alto risco é capaz
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de induzir tumores em animais transgénicos, sendo este fendtipo
dependente de EGFR (GENTHER et al. 2005). E5 aparece expresso nos
estagios iniciais da infeccao pelo HPV, porém, deixa de ser expresso
conforme a lesdo progride para malignidade (revisado por O'BRIEN e
SAVERIA CAMPO 2002).

A forma epissomal do HPV é normalmente encontrada em lesdes
intra-epiteliais de baixo grau no colo uterino. Contudo, em lesdes de alto
grau e no carcinoma da cérvice uterina o genoma viral encontra-se
predominantemente integrado ao genoma do hospedeiro (STOLER et al.
1992). A forma de integracdo mais comumente encontrada nas lesdes
malignas é aquela na qual o gene E2 encontra-se interrompido, eliminando
seu controle sobre o promotor que regula a transcricdo de E6 e E7. Dessa
forma, a expressao destes oncogenes passa a ser constitutiva e se torna um
dos eventos centrais na promogao da carcinogénese induzida por HPV

(SMOTKIN e WETTSTEIN 1986).

1.3 RESPOSTA IMUNE CONTRA HPV

A resposta imunoldgica deficiente é capaz de gerar um ambiente
favoravel para o desenvolvimento de uma infeccédo persistente pelo HPV,
principal fator para o desenvolvimento de cancer. Naturalmente, o primeiro
mecanismo de defesa contra qualquer patégeno envolve a resposta inata
inespecifica, que ocorre na superficie da pele e mucosas e esta associada a

presenca de células como neutrdfilos e macréfagos e com a produgéo de
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citocinas. O segundo mecanismo de defesa é especifico, e envolve as
imunidades humoral e celular, mediadas respectivamente pela producao de
anticorpos e pelos linfécitos T citotoxicos (Figura 1).

O HPV apresenta diversos mecanimos de evasao do sistema imune.
Algumas proteinas virais sao expressas em baixos niveis nas camadas
basais do epitélio, um ambiente pouco acessivel as células do sistema
imune. O HPV infecta células epiteliais € ndo induz morte celular, um os
principais fatores que ativam as imunidades inata e adaptativa (revisado por
STANLEY 2006; FRAZER 2007). Entretanto, apesar dos fatores que
conferem vantagens ao HPV para estabelecer uma infecgao persistente, a
resposta imune é efetiva na maioria das mulheres infectadas.

A presenca de linfocitos T infiltrantes e responsivos a peptideos do
HPV foi detectada em tumores associados a este virus (EVANS et al. 1997).
Outros estudos encontraram células circulantes especificas contra HPV em
pacientes com cancer de colo uterino (DE JONG et al. 2002; WELTERS et
al. 2006). Em amostras de lesdes precursoras do carcinoma de colo do utero
associadas ao HPV (neoplasia intraepitelial cervical, NIC) foram observadas
quantidades significativas de células tanto da resposta inata quanto da
adaptativa, entre elas macrofagos, células NK e linfocitos T CD4+
(KOBAYASHI et al. 2004). Estas células, em conjunto com células tumorais
sdo responsaveis pela producao de citocinas regulatérias, como TGF- e IL-
10 (revisado por BEN-BARUCH 2006), e pro-inflamatérias, como TNF-a

(revisado por BALKWILL 2002).
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Em animais, estudos evidenciam a importancia da resposta celular em
contrapartida a resposta humoral no controle da infeccdo por papilomavirus
e regressao de lesdes, uma vez que infiltrados de células T CD8+ e T CD4+
foram encontrados em tecidos infectados pelo virus (revisado por
NICHOLLS e STANLEY 2000). Em coelhos, infiltrado significativo de células
T CD8+ foi observado em lesbes associadas a papilomavirus
(SELVAKUMAR et al. 1997). Entretanto, em bovinos o infiltrado
predominante parece ser de linfécitos T CD4+ em lesbes que regridem
(KNOWLES et al. 1996). Apesar da presenca de linfocitos T em lesdes
associadas ao papilomavirus, a especificidade desta resposta ainda € pouco
conhecida. Em 2003, estudo publicado por DANIEL et al. demonstrou uma
resposta T CD4+ contra patdégenos oportunistas que recrutam neutrofilos
para o local do tumor facilitando a invasao tumoral.

Em humanos, a caracterizagao dos infiltrados leucocitarios em lesbes
associadas ao HPV ainda é controversa. A presencga de linfocitos T CD8+
infiltrando os tumores tem sido associada a um melhor progndstico,
enquanto os linfocitos T CD4+ podem ter papéis distintos na resposta anti-
tumoral. Linfécitos T CD4+/Foxp3+, os chamados linfocitos T regulatérios,
foram detectados em carcinomas de colo uterino e associados a um pior
prognoéstico (PIERSMA et al. 2007). Com base nestes dados, em algumas
pacientes a resposta imune nao € efetiva na eliminagéo do virus e regresséao
de doenga, tornando essenciais os estudos de resposta imunoldgica em

lesdes associadas ao HPV.
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Liberagdo das
particulas virais

Estroma

Figura 1 - Esquema que ilustra a infecgdo pelo HPV no epitélio e a presenga
de células do sistema imune no local da infecgao.

O virus infecta a camada basal do epitélio através de lesbes microscopicas. No nucleo da
célula, genes virais precoces sdo expressos e o genoma viral é replicado pela maquinaria
celular. Cépias do genoma viral sdo distribuidas entre as células filhas que eventualmente
desligam-se da membrana basal, inciando seu processo de diferenciagdo. Devido a
atividade de proteinas virais como E6 e E7, as células das camadas supra-basais do epitélio
continuam proliferando e replicando o genoma viral. A medida que as células infectadas
diferenciam-se, o promotor que ativa a transcricdo dos genes tardios & ativado. Nas
camadas mais diferenciadas do epitélio, o DNA viral € empacotado em novos capsideos e
ocorre a liberagédo de particulas virais para a luz do tecido. As células apresentadoras de
antigenos profissionais (APCs) presentes nos tecidos epiteliais sdo chamadas células de
Langerhans. As células de Langerhans s&o capazes de apresentar peptideos derivados de
proteinas virais e migrar para os linfonodos, onde acontece a ativagéo de linfocitos. Estes,
por sua vez, sofrem expanséo clonal e migram para o sitio da lesao, ou seja, o local onde
ocorreu a infecgdo. Ao serem ativados, estes linfécitos tornam-se especificos no
reconhecimento de peptideos virais. Em geral, encontramos num epitélio infectado por HPV,
uma diversidade de células do sistema imune que séo recrutadas na tentativa de eliminar

esta infecgao.
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1.4 EVASAO DO SISTEMA IMUNE POR HPV

O processo de evasao do sistema imune por agentes infecciosos
contribui substancialmente para a selecdo natural destes agentes. A
progressao de tumores associados a virus ocorre principalmente através da
atuacdo de produtos virais capazes de desenvolver mecanismos que
facilitam a evasao do sistema imune durante a replicagao do virus.

A infeccdo pelo HPV é exclusivamente intraepitelial, e teoricamente
esta infecgdo deve ser detectada por células apresentadoras de antigenos
presentes no epitélio, as chamadas células de Langerhans (Figura 1). Estas
células apresentadoras ativadas devem migrar para os linfonodos e
apresentar os antigenos virais para os linfocitos T. Estes linfocitos T, por sua
vez, diferenciam-se, sofrem expansao clonal e tornam-se efetores capazes
de eliminar as células epiteliais infectadas pelo virus. No entanto, uma série
de fatores pode impedir a resposta imunologica efetiva, caracterizando os
mecanismos de evasdo desenvolvidos pelo HPV.

Devido ao queratindcito estar naturalmente programado para morrer
no fim do processo de diferenciagéo celular, que ocorre ao longo do epitélio,
a replicacdo do HPV e a producédo de novas particulas virais ndo causa
morte celular (Figura 1). Desta forma, a descamacdo das células das
camadas mais superficiais do epitélio ndo representa um sinal de alerta para
o sistema imune, além de liberar os novos virions para o ambiente. Além

disso, na maioria dos casos de infeccédo pelo HPV, ha reducédo na producao
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de algumas citocinas importantes para os processos de apresentagao de
antigenos e recrutamento de células do sistema imune no local da lesao.

Durante o ciclo produtivo do HPV, as proteinas precoces localizam-se
no nucleo das células infectadas e geram pequena resposta devido a sua
baixa expressdo. A concentragdo de E7, resultado de uma estratégia
denominada “codon usage“, reduz a apresentagdo desa proteina,
dificultando o reconhecimento das células HPV-positivas pelo sistema imune
(CID-ARREGUI al. 2003). Este mesmo mecanismo ja havia sido descrito
para as proteinas tardias L1 e L2 (ZHOU et al. 1999).

Outro mecanismo que possivelmente diminui a exposicdo do virus ao
sistema imune consiste na alteracdo da resposta mediada por interferons
(IFN). Os interferons do tipo 1 (IFN-a e IFN-B) sdo importantes agentes anti-
virais e estdo envolvidos nas imunidades inata e adaptativa
(THEOFILOPOULOS et al. 2005). A proteina E7 impede a ativagado do
promotor de IFN-B através do recrutamento de complexos de Histona
Deacetilase para os sitios de ligagcao de IRF-1 (fator regulador de IFN) no
genoma (PARK et al. 2000). Além disso, E7 inibe a atividade de IFN-a
através da ligacdo a IRF-9 impedindo a translocacao deste fator de
trancricao para o nucleo da célula (BARNARD et al. 1999). A proteina E6
promove a inativagdo do IRF-3, reduzindo a expressdo de IFN-B
(KOROMILAS et al. 2001). E6 também inibe a expressao de IL-18 que
possui papel na ativagao de células T (CHO et al. 2001).

O genoma de HPV apresenta diversos sitios potenciais para a

ativagdo do receptor do tipo Toll (TLR) 9. Este receptor ativado induz a
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ativacao de células dendriticas, que por sua vez estimulam a resposta T
CD8 citotoxica contra o antigeno em questao. E6 e E7 inibem a trascricao de
TLR9, consequentemente inibindo a ativacdo de células T por células
apresentadoras de antigenos (HASAN et al. 2007).

A proteina E5 codificada por papilomavirus de bovinos (BPV) é capaz
de regular negativamente a expressao das moléculas MHC de classe | na
superficie das células (ASHRAFI et al. 2002), mantendo-as retidas no
Complexo de Golgi (MARCHETTI et al. 2002). Mecanismo semelhante foi
demonstrado com a proteina E5 de HPV-16 em estudo realizado por
ASHRAFI et al. (2005).

Todos os mecanismos citados acima contribuem para o escape do
sistema imune, ndo apenas da resposta inata, mas também da resposta
adaptativa. A auséncia, de estimulos inflamatdrios, por exemplo, ndo induz
maturagcdo completa de células dendriticas, que por sua vez podem
promover anergia ou tolerancia de células T. Além disso, as infecgdes por
HPV podem durar muito tempo, tornando crbénica a exposi¢cao aos antigenos
virais, e induzindo moléculas regulatérias como CTLA-4 (VISSER et al.
2007). Estas respostas regulatérias podem fazer parte dos mecanimos que
levam a tolerancia aos antigenos virais. Porém estas sdo especulagdes, ha
ainda a necessidade de se compreender o0s sinais bioquimicos que
controlam a resposta efetora e a tolerancia a antigenos de HPV. Somente
assim, sera possivel gerar protocolos mais eficientes de imunoterapia contra

tumores estabelecidos. Dessa forma, os estudos de modelos tumorais que
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expressam as proteinas virais sdo de extrema importancia para a

investigacao destes mecanismos de evasao.

1.5 PAPEL DAS CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Citocinas e quimiocinas sdo pequenas moléculas soluveis secretadas
por diferentes tipos celulares, principalmente pelas células das repostas
inata e adaptativa. Porém, as proprias células neoplasicas podem secretar e
responder a estas moléculas. Citocinas sdo produzidas em resposta a
antigenos ou microbios, em situagdes em que diferentes citocinas estimulam
diferentes respostas. Estas moléculas estdo envolvidas na modulagdo de
respostas adaptativas, na proliferagdo e diferenciacdo das varias linhagens
hematopoiéticas, e em processos inflamatérios, que podem frequentemente
acompanhar o crescimento tumoral. As quimiocinas estdo envolvidas no
recrutamento de uma diversidade de células hemaopoiéticas e endoteliais.
Os fatores que determinam a atuacdo de citocinas e quimiocinas em um
determinado ambiente sdo o perfil funcional destas moléculas, suas
respectivas concentracdes, e a presenca dos seus receptores. A produgao
de citocinas e quimiocinas € processo extremamente controlado, uma vez
que a falha na regulagdo da expressédo destas moléculas pode levar ao
desenvolvimento de doengas autoimunes e/ou neoplasias.

As citocinas ligam-se a receptores de membrana especificos
presentes nas células alvo, ativando vias de transducdo de sinais que

alteram a expressdo génica nestas células. Em geral, as liga¢cdes das
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citocinas aos seus receptores sdo de alta afinidade. A constante de
dissociacdo da ligagdo de citocinas a seus receptores especificos é de 107"°
a 10"®M, de forma que concentragdes muito pequenas de citocina sdo
suficientes para ativar vias celulares disparadas pelo respectivo receptor.
Citocinas podem ter efeito local, autécrino ou paracrino, assim como efeito
sistémico.

Os receptores de citocinas dividem-se em 5 familias de acordo com a
estrutura do dominio extracelular que contém o sitio de ligacdo a citocina:
receptores tipo | contém 2 pares de residuos de cisteina conservados e o
motivo triptofano-serina-X-triptofano-serina (onde X é qualquer aminoacido);
receptores tipo Il também contém pares de cisteina conservados mas nao o
motivo WSXWS; superfamilia imunoglobulina contem dominios de
imunoglobulina; receptores para TNF com uma regido conservada rica em
cisteina; receptores de 7 hélices transmembranares acoplados a proteina G.

As quimiocinas se ligam a receptores acoplados a proteina G, e sao
divididas em 4 grupos principais denominadas de acordo com a posi¢ao dos
residuos de cisteinas em sua sequéncia primaria. Em geral, as quimiocinas
CC, que apresentam as duas primeiras cisteinas adjacentes, tém como alvo
células dendriticas, linfocitos, macrofagos e células NK. As quimiocinas CXC
apresentam um aminoacido entre os 2 residuos de cisteina, e atuam sobre
neutrofilos, linfocitos, células endoteliais e epiteliais. Os membros das
familias CX3C, que possuem 3 residuos de aminoacidos entre as cisteinas, e
quimiocinas C, que apresentam um unico residuo de cisteina, sdo mais

raros. A nomenclatura dos receptores de quimiocinas foi dada de acordo
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com o tipo de ligante, podendo ser CXCR, que se liga a quimiocinas CXC,
CCR, cujos ligantes sado quimiocinas CC, e CX3CR, receptores de
quimiocinas CX3C.

Com relagédo a atividade bioldgica das citocinas e quimiocinas, elas
podem ser pleiotrépicas, exercendo diferentes efeitos sobre diferentes tipos
celulares, redundantes, quando duas ou mais citocinas promovem o mesmo
efeito bioldgico, sinérgicas, quando o efeito destas moléculas se combinam,
ou antagbnicas, quando uma citocina inibe ou compensa o efeito de outra.
Estas atividades contribuem para a complexidade do perfil funcional destas
moléculas.

As citocinas e quimiocinas avaliadas neste trabalho sdo importantes
no controle das respostas imune celular e humoral, no recrutamento de
leucdcitos, e podem estar associadas ao crescimento tumoral, aumento da
angiogénese, aumento do potencial de invasdo e geragcao de metastases.
Na tabela 1 estdo ilustradas citocinas, quimiocinas e seus receptores, que

foram avaliados neste estudo.
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Tabela 1 - Relagado das quimiocinas, citocinas e seus receptores.

15

Quimiocina/ Citocina Outro nome Receptor

CCL1 1-309/TCA3/P500 CCR3, CCR8
CCL11 Eotaxina CCR3

CCL12 MCP-5 CCR3

CCL17 TARC CCR4

CCL19 MIP34/ELC CCR7

CCL2 MCP-1 CCR2

CCL20 MIP3«a CCR6

CCL22 MDC CCR4

CCL24 Eotaxina-2 CCRS3

CCL25 TECK CCR9

CCL3 MIPla CCR1, CCR4, CCR5
CCL4 MIP1s CCR1, CCR5

CCL5 RANTES CCR1, CCRS3, CCR5, CCR4
CCL6 C10/MRP1 N&o conhecido
CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3
CCL8 MCP-2 CCR3, CCR5, CCR2
CCL9 MIP1y CCR1

CXCL1 MIP2/GRO CXCR2, CXCR1
CXCL4 PF4 N&o conhecido
CXCL5 ENA-78 CXCR2

CXCL9 Mig CXCR3

CXCL10 IP-10 CXCR3

CXCL11 I-TAC CXCR3

CXCL12 SDF-1 CXCR4, CXCR7
CXCL13 BCAl1 CXCR5

CX3CL1 Fractalkine CXCR1

IL-lae IL-158 IL-1R1, IL-1R2

IL-2 IL-2Ra, IL-2RB, 1c
IL-4 IL-4R,

IL-5 IL-5Re, IL-5RS

IL-6 IL-6Ra, gp130

IL-10 IL-10R¢, IL-10Rp
IL-13 IL-13Rel, IL-13Ra2, IL-4R
IL-15 IL-15R e, IL-2Rp,
IL-16 IL-16R

IL17b IL-17Rb, IL-17RH1, IL-25R
IL-18 IL-18R¢, IL-18RS
IFNy IFN;R1, IFNsR2
TNFa TNFaR1, TNFaR2

Fonte: ROSSI e ZLOTNIK (2000); RAMAN et al. (2007).
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Algumas citocinas como TNF-a (Tumor Necrosis Factor-«), e fatores
de crescimento como MCSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), VEGF
(Vascular Endothelium Growth Factor) e TGF-B (Transforming Growth
Factor), estdo associados aos processos de transformagao celular,
crescimento tumoral, e aumento da invasao e metastases (revisado por
BEN-BARUCH 2006). Adicionalmente, trabalhos da literatura mostram
associagcdo entre quimiocinas e seus receptores, e 0s processos de
tumorigénese e metastase, uma vez que sao capazes de recrutar células
endoteliais entre outros tipos celulares para o local do tumor, que induzem
aumento da angiogénese e contribuem para a invasdo de células
neoplasicas (revisado por ROSSI e ZLOTNIK 2000).

O fator de necrose tumoral (TNF) € um dos mediadores do processo
inflamatdrio na pele e mucosas. Na literatura, existe contradicao quanto ao
papel desta citocina, que pode apresentar atividades anti- ou pro-tumorais
(BALKWILL 2002). TNFa é indutor classico do fator de transcricdo NF«B.
Em determinadas circunstancias, TNFa pode contribuir para a manutengao
de células neoplasicas em tumores de ovario e gastrointestinal (WU et al.
1993; TSELEPIS et al. 2002). Em queratinécitos infectados por HPV-16, esta
citocina inibe a expressao dos genes precoces E6 e E7 (KYO et al. 1994).
Estudos in vitro mostraram que TNFa € um potente inibidor da proliferagao
de queratinécitos humanos (BASILE et al. 2003), entretanto, em culturas de
células infectadas por HPV-16 e 18 foi observada resisténcia ao efeito anti-
proliferativo de TNFa (VILLA et al. 1992; BOCCARDO et al. 2004). Em

modelo de tumores de pele induzidos por carcindbgeno quimico, a auséncia
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de TNFa confere resisténcia ao desenvolvimento tumoral, indicando o papel
importante desta citocina na carcinogénese destes tumores (MOORE et al.
1999). TNF[J também tem papel em quadros inflamatérios cronicos que
facilitam processos de carcinogénese, como é o caso de cancer de colon
(POPIVANOVA et al. 2008).

Citocinas supressoras da resposta anti-tumoral tém recebido atencao
especial em estudos de mecanismos de evasado do sistema imune. Entre
elas, as moléculas multifuncionais TGF-f e a Interleucina-10 (IL-10) parecem
contribuir para a inibicdo da resposta antitumoral mediada pelos linfocitos T
CD8+ (revisado por BEN-BARUCH 2006). Ambas podem ser secretadas por
diversos tipos celulares, como macréfagos, mondcitos, linfécitos T e pelas
préprias células tumorais (revisado por SALAZAR-ONFRAY 2007).

A citocina TGF- esta envolvida no controle da proliferagcao de células
epiteliais, formacdo de matriz extracelular, entre outros processos
associados ao crescimento de uma variedade de tumores. Além disso, TGF-
B contribui para a inibicao da resposta antitumoral mediada pelos linfocitos T
CD8+ (LOEFFLER et al. 1992). Em células infectadas por HPV-16, as
proteinas E6 e E7 sdo capazes de inibir a acao citostatica de TGF-p na
proliferagcédo e diferenciacdo destes queratinocitos (NEES et al. 2000; LEE et
al. 2002), contribuindo para o processo de imortalizagado associada ao HPV.
O bloqueio de TGF-B parece ter efeito anti-tumoral em modelos animais de
mesotelioma (SUZUKI et al. 2007) e tumores associados ao HPV-16 (KIM et
al. 2008). Estes estudos sugerem um importante papel de agentes

bloqueadores de TGF-§ em imunoterapias.
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IL-10 €& uma citocina pleiotropica, porém com caracteristicas
predominantemente imunossupressoras, capaz de inibir a apresentagao de
antigenos via MHC-I (MATSUDA et al. 1994) e inibir a produgéo de citocinas
de perfil Th1, como IL-2 e IFN-y (revisado por MOORE et al. 2001). Estudos
revelam a capacidade de IL-10 em inibir a produgdo de citocinas, como
TNFo, IL-1B e IL-6, pelas células mieldides, através da inibigdo do fator de
transcricdo NFxB (WANG et al. 1994, 1995). IL-10 pode ser produzida por
células mieldides, como macrofagos, e linfocitos B e T. Recentemente, a
producao desta citocina pelas células T regulatorias (UHLIG et al. 2006) tem
sido fortemente associada a uma série de neoplasias (STRAUSS et al. 2007;
KRYCZEK et al. 2009). Adicionalmente, diversos estudos tém gerado
evidéncias da atividade supressora de IL-10 sobre a resposta celular (de
WAAL MALEFYT et al. 1993; SALAZAR-ONFRAY 2007). Em modelo animal
de infecgao por LCMV (Lymphocytic Choriomeningitis Virus), IL-10 tem papel
fundamental na inibicdo da resposta mediada por linfocitos T CD8+,
contribuindo para o estabelecimento de uma infecgdo persistente (BROOKS
et al. 2006). Macrofagos s&do uma importante fonte de IL-10 (FIORENTINO et
al. 1991), e podem estar associados a progressdo de determinadas

neoplasias (LEWIS e POLLARD 2006).

1.6 CITOCINAS E MACROFAGOS

Macrofagos sao células com elevada heterogeneidade fenotipica,

resultado principalmente do microambiente a que estido expostos, ou seja,
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do repertorio de moléculas expressas no local e da interagdo com células do
sistema imune e do estroma. Estas células podem ser classificadas de
acordo com o fendtipo que adquirem, caracteristicas que podem ser
conferidas pelas citocinas e quimiocinas responsaveis pela diferenciagao e
ativagdo destes macréfagos. Macrofagos sao normalmente classificados em
M1 e M2. A populagao M1 tem caracteristicas citotoxicas, expressa TNF-a e
espécies reativas de oxigénio (MANTOVANI et al. 2002). A populagcédo M2,
por outro lado, € mais associada a homeostase do tecido, fagocitando
células mortas ou debris e muitas vezes exercendo efeitos supressores
sobre a resposta adaptativa. Além disso, macréfagos associados a tumores
podem ter fenotipo M2 ou um fendtipo misto, sendo designados como TAMs
(Tumor-Associated Macrophages) (SICA e BRONTE 2007). Macrofagos
também funcionam como células apresentadoras de antigenos e o repertorio
de citocinas expressas pelas mesmas na fase de ativagcdo da resposta
adaptativa determina o tipo de resposta que sera gerada.

Macréfagos recrutados na fase inicial de um processo inflamatério,
em geral, apresentam atividade citotoxica (M1), no entanto, macrofagos
presentes num ambiente de inflamagao crénica apresentam um fendtipo
imunossupressor e relacionado a regeneragao tecidual (M2). Apesar de
muitas vezes, estes fendtipos serem bem caracterizados, ainda nao se sabe
como e porque ocorre a transigao entre fenétipos tao diferentes, ou ainda se
monocitos recrutados para o tecido inflamado em diferentes fases da
resposta inflamatoria podem diferenciar-se diferetemente. No caso

especifico de infiltrados tumorais, o fenotipo de macrofagos associados a
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estas lesdes varia muito de acordo com o tipo de tumor. Além disso, mais de
uma populacdo pode estar presente no mesmo tumor, inclusive outras
células mieléides que também podem ter carater supressor, como as células
derivadas mieldides supressoras (MDSC, Myeloide Derived Supressor Cells)
(SICA e BRONTE 2007). Dentre os fatores cruciais para a diferenciagéao
destas células esta a exposicao a citocinas (STOUT et al. 2005).

Os principais marcadores das populagdes de macrofagos M1 e M2
estdo relacionados ao metabolismo do aminoacido L-Arginina. Os
macrofagos M1 caracterizam-se pela ativagdo de INOS (inducible Nitric
Oxide Synthase), enzima que catalisa a sintese de 6xido nitrico (NO) e
citrulina a partir de L-Arginina, expressa por diversas células do sistema
imune. Por outro lado, macréfagos M2 caracterizam-se pela ativagdo de
Arginase 1 (Arg1), enzima que catalisa a hidrolise de L-Arg em L-ornitina e
urea (revisado por SICA e BRONTE 2007). Arginase 1 é induzida em
macrofagos e mondcitos por citocinas como IL-10, IL-4 (MANTOVANI et al.
2002; STOUT et al. 2005), TGF-B (BOUTARD et al. 1995) e IL-13
(MANTOVANI et al. 2002). Enquanto iNOS Il é induzida na presenga de IFN-
v, IL-1 e TNF-a (revisado por SICA e BRONTE 2007).

O balango entre a atividade de Arginase 1 e iNOS Il é crucial para
determinacdo de uma resposta favoravel ou ndo ao desenvolvimento
tumoral, uma vez que estas proteinas estdo envolvidas na caracterizacéo
fenotipica de células mieldides com importante atividade citotoxica e no
processo de apresentagao de antigenos (MUNDER et al. 1999; revisado por

SICA e BRONTE 2007). Na literatura, estudos descrevem a elevada
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atividade de Arginase 1 em células mieldides presentes em carcinoma de
células renais (ZEA et al. 2005), e em modelos animais de cancer de colon e
linfoma (BRONTE et al. 2003). A caracterizagcado fenotipica destas células,
que muito frequentemente infiltram tumores, €& essencial para o
entendimento da atividade anti-ou pro-tumoral que as mesmas podem

exercer.

1.7 INFLAMACAO E CANCER

Estudos epidemiologicos tém revelado que a inflamagéao crénica € um
fator preditivo para o desenvolvimento de algumas neoplasias, como cancer
colo-retal, tumores de péancreas e figado (revisado por COUSSENS e WERB
2002). Além disso, fatores associados a inflamagdo, como a presencga de
infiltrado leucocitario, expressao de citocinas e quimiocinas, remodelamento
tecidual e angiogénese, frequentemente estdo presentes em tumores.

Em estudo realizado por DE VISSER et al. (2005), foi avaliado o papel
das respostas inata e adaptativa em modelo de progressédo de tumores
associados ao HPV-16. Os autores descrevem a presenca de infiltrado de
células da resposta inata em lesbées pré-malignas (COUSSENS et al. 1999;
DE VISSER et al. 2004) que torna-se reduzido em animais cuja resposta
adaptativa € deficiente (DE VISSER et al. 2005). A diminuigdo do
recrutamento de células da resposta inata € acompanhada de redugcao do
remodelamento tecidual e angiogénese, que consequentemente inibe o

processo de carcinogénese. O dado mais interessante consiste na
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restauracado do foco inflamatério apds a transferéncia de células B para os
animais que nao possuem resposta adaptativa, indicando um papel
importante destas células na indugao da inflamacgao.

Dentre as células da resposta inata que frequentemente infiltram
tumores epiteliais, estdo os neutréfilos, mastécitos e macrofagos, capazes
de produzir citocinas e quimiocinas que recrutam outros leucécitos para o
local da lesdo. Estas células hematopoiéticas podem ter papel crucial na
progressao tumoral e desenvolvimento de metastases (COUSSENS e
WERB 2002). Particularmente, os chamados macrofagos associados a
tumores (TAMs) apresentam fendtipo imunossupressor e tém sido
relacionados a um pior prognostico. Estes macrofagos podem produzir
fatores indutores de angiogénese, proteases e fatores de crescimento
gerando um ambiente favoravel para sobrevivéncia e proliferagcdo das
células tumorais (revisado por POLLARD 2004). Outra populagéo de células
mieldides, as chamadas células derivadas mieldides supressoras (MDSC),
foram recentemente descritas como componente do infiltrado leucocitario de
muitos tipos de tumores (SICA e BRONTE 2007).

As MDSC sao uma populagdo de células bastante heterogénea
caracterizadas pela auséncia de marcadores de células mieléides maduras e
com potencial imunossupressor. Em geral, elas expressam as moléculas
CD11b, Gr1 e IL-4Ra e estao presentes no sangue e érgaos linféides, como
o0 baco, de animais com tumores (MELANI et al. 2003). As MDSC
compartilham caracteristicas fenotipicas de macrofagos M1 e M2, contudo,

assim como os TAMs, a inibicdo da resposta celular mediada por linfocitos
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TCD8+ € o seu principal mecanismo de agao imunossupressor (revisado por
SICA e BRONTE 2007). Adicionalemente, as MDSC, além de inibirem a
resposta efetora de linfécitos T, induzem o desenvolvimento de células T
regulatorias (CD4+/Foxp3+) que possuem atividade imunossupressora
(HUANG et al. 2006). A relagao entre as MDSC e os TAMs ainda nao esta
totalmente esclarecida, porém sabe-se que ambas as populacdes celulares
podem infiltrar tumores e contribuir para a progressao tumoral, sendo a
inibicao da resposta imune celular um dos principais mecanismos de agao
destas células.

Existe um enorme esforco em avaliar o papel das citocinas no
desenvolvimento de tumores, muitos trabalhos avaliam niveis circulantes de
citocinas em pacientes com cancer (FORTIS et al. 1996; CLERICI et al.
1997; CHOPRA et al. 1997). Apesar destas informag¢des serem importantes,
o microambiente tumoral inicia toda a sinalizacdo que eventualmente torna-
se sistémica. Porém este é ainda relativamente pouco estudado. A maioria
dos trabalhos presentes na literatura analisa o perfil de citocinas circulantes
em mulheres que apresentam lesdes associadas ao HPV (de JONG et al.
2002; WELTERS et al. 2003; BAIS et al. 2005). Dessa forma, nossa
proposta é realizar uma analise in situ da expressao do perfil de citocinas,
quimiocinas e outras moléculas que estdo envolvidas no processo
inflamatério em modelo de tumor associado ao HPV-16 em camundongos de
forma a compreender a comunicacao entre as células tumorais e o infiltrado
leucocitario. Este trabalho nos permitiu identificar moléculas potencialmente

importantes para o entendimento da resposta imune nestes tumores, o que
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podera eventualmente permitir melhor compreensao da progressao de

neoplasias associadas ao HPV em humanos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo consiste em estudar o perfil de
expressdo de citocinas em modelo de tumor associado a HPV16 em
camundongos (TC-1). Especificamente pretendemos avaliar a expressao in
situ de citocinas, quimiocinas e seus receptores no infiltrado inflamatério e
compara-la a expressao das mesmas nas demais populacoes celulares que
compdem o tumor: células tumorais, endotélio e fibroblastos. Além disso,
pretendemos avaliar o papel biolégico de algumas das citocinas expressas

nos tumores TC-1 na resposta imunoldgica contra estes tumores.



Perfil de expressao de citocinas em modelo de tumor associado ao HPV16 26

3 DESENHO EXPERIMENTAL

Para atingir os objetivos propostos utilizamos o modelo de células
tumorais TC-1, que expressam as oncoproteinas E6 e E7 de HPV16. A
linhagem celular XB-2, uma linhagem de queratindcitos murinos derivada de
teratoma, foi utilizada como ferramenta para identificar os sinais de fato
mediados por HPV16, uma vez que estas células foram traduzidas com vetor
retroviral vazio, pLXSN, ou vetor retroviral codificando E6 e E7 de HPV16,
pLXSN E6/E7.

O estudo da expressao de citocinas foi feito a partir de mRNA e
proteina isolados de tumores totais ou de populagdes isoladas por coluna de
separagao submetida a campo magnético ou por separagado de células no
citometro de fluxo. A populacao total de leucécitos foi marcada com anti-
CD45, e as populagdes especificas de células mieldides foram isoladas apos
marcagao com um coquetel de anticorpos.

Para estudo do papel de IL-10 no crescimento tumoral, nés utilizamos
camundongos deficientes para esta citocina e animais do tipo selvagem
tratados com anticorpos neutralizantes contra o receptor de IL-10 e contra
propria citocina. Nestes animais, foram avaliados: cinética de crescimento
tumoral, infiltrado leucocitario, resposta contra antigenos virais no tumor e
nos linfonodos periféricos.

Para avaliagdo do papel de CCL2 no recrutamento de células

mieldides em resposta as células que expressam E6 e E7 de HPV16, foram
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realizados ensaios de migracao in vitro utilizando células TC-1 e células XB-

2, tratadas ou ndo com anticorpos neutralizantes para esta quimiocina.

Animais C57BI/6 selvagens submetidos a
injecédo subcutanea de 105 células TC-1

4

Cinética de crescimento tumoral
(acompanhamento por até 4 semanas)

U

Coleta de tumores e linfonodos

Caracterizacao do infiltrado
@ leucocitario por FACS e IHQ

Linfonodos TUMORES
ﬂ \ Analise da expressao de
Isolamento das fragdes proteinas - citocinas e
CD45+ e CD45- quimiocinas
(coluna de separagéao) ﬂ
ﬂ Isolamento das populagdes
Analise da expresséao de citocinas e outras CD11b+/F480+
moléculas associadas a resposta imunolégica: CD11b+/Gr1+

(Cell Sorting no Citometro de fluxo)
1. RT-PCR 2. Quantificagdo dos transcritos:

v'Real-time PCR ﬂ

v'RT2 Profiler PCR Array Systems Amostras avaliadas:

(SuperArray)
Plataforma contendo 84 genes v'extrato proteico de macréfagos
murinos envolvidos no processo peritoneais
inflamatoério
v'extrato proteico de TUMOR total

ﬂ v'células CD11b+/F480+
Identificacdo de moléculas
potencialmente importantes v'células CD11b+/Gr1+

na resposta imune contra os
tumores TC-1
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Identificagéo de IL-10 e CCL2
como possiveis alvos
importantes na resposta imune
contra os tumores TC-1

IL-10

Avaliagao do papel de IL-10 no

modelo TC-1

4

Grupos de animais avaliados:

1. C57BI/6 2. C57BI/6 IL-10t™Con
selvagens (IL-10 knockout)

3. C57BI/6 4. C57BI/6 selvagens
selvagens tratados com anticorpos

tratados com IgG

-

anti-IL10R

neutralizantes anti.IL10 e

J

~

v'Comparacgao das cinéticas de

crescimento tumoral

v'Caracterizagdo do infiltrado
leucocitario por FACS

v'Avaliagdo da especificidade

do infiltrado linfocitario por IF e

FACS

CCL2

Avaliagao do papel de CCL2
no recrutamento de células
mieldides em resposta as
células que expressam E6 e
E7 de HPV-16

U

Células utilizadas:
TC-1

XB2

XB2 E6/E7

4

Ensaio de migragao
in vitro

Amostras avaliadas:

1. TC-1 2. TCA1 3. TC1
tratada com tratada com
lgG anti-CCL2

4. XB2 5. XB2 6. XB2

vetor vazio  vetor vazio vetor vazio
tratada com tratada com
IgG anti-CCL2

7. XB2 8. XB2 E6/E7 9. XB2 E6/E7

E6/E7 tratada com tratada com
IgG anti;CCL2

N\

Y

Contagem do numero de células
mieloides que migraram em resposta a
cada tipo de célula avaliada

28
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 CELULAS E ANIMAIS

As células TC-1 (LIN et al. 1996) sado derivadas de epitélio pulmonar
de camundongo C57BI/6 transformadas com E6 e E7 de HPV-16 e com o
oncogene Ha-ras. Esta linhagem celular foi cultivada em meio RPMI
contendo 10% de soro fetal bovino (R10) (Gibco), e Neomicina (G418) na
concentracdo de 400ug/ml, em estufa imida a 37°C, numa atmosfera de 5%
de CO.. Ap6s descongeladas, as células foram mantidas em meio R10 por
um dia, até que fosse feita a troca do meio e adicdo do antibibtico
Neomicina; o meio de cultura era trocado a cada 2 dias, ou as células
cultivadas até atingirem densidade de 70 a 80% da area da garrafa. A
tripsinizacao (0,25% tripsina) foi feita apds lavagem em solucdo tampao
salina fosfato (PBS).

As células XB-2 (ATCC: CL-177) sao derivadas de teratoma de
camundongo e foram modificadas com vetor retroviral pLXSN vazio ou com
o vetor pLXSN E6/E7 que expressa as principais oncoproteinas de HPV-16.
Estas células (XB2pLXSN ou XB2E6/E7) foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Médium) com 20% de soro fetal bovino (D20),
em estufa umida a 37°C, numa atmosfera de 5% de CO..

Camundongos C57Bl/6 selvagens foram submetidos a injecédo

subcutanea de células TC-1 para geracado de tumores. Os animais foram
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acompanhados por até 4 semanas, sacrificados por asfixia (em atmosfera
saturada de CO3), ou por anestesia profunda com halotano (Laboratério
Cristalia). Apés a eutanasia, era feita a coleta do tumor, retirada dos
linfonodos e bago, e coleta de macréfagos peritoniais, para as analises
propostas. Os animais receberam injecdo subcutanea de 10° células TC-1
ressuspensas em PBS contendo 1mM CaCl, e 0,5mM MgCl, (PBS++)
(RUSSEL e SAMBROOK 2001) em um volume final de 100pl.

Camundongos IL-10"™<" (KUHN et al. 1993) em background C57BI/6
provenientes do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (ICB — USP), foram adquiridos com o objetivo de avaliar o papel desta
citocina em nosso modelo. Os animais da linhagem IL10™ foram submetidos
a injegdo subcuténea de 10° células TC-1, e acompanhados por trés
semanas. Estes animais foram sacrificados de acordo com protocolo
descrito anteriormente para os camundongos C57BI/6 selvagens.

A aquisi¢cado destes animais, assim como a manipulagdo de todos os
camundongos utilizados neste estudo, e a realizagdo dos experimentos
propostos foram devidamente aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Fundacdo Antonio Prudente (Hospital A.C. Camargo)

(numero processo: 005/05).

4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E REAGENTES

Para a analise da populacdo de leucdcitos infiltrantes nos tumores

TC-1 foi realizada digestdo do tecido com Colagenase | (100ug/ml) em
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tampao MTH (Mouse tonic Hank’s — 1X HBSS, 5% soro fetal bovino, 0,5U/ml
DNase |) a 37°C sob agitagdo. Apds a digestdo, as suspensdes de células
foram filtradas e sedimentadas por centrifugacdo a 1100rpm, 4°C. Cada
suspensao de células foi incubada com até 4 anticorpos especificos
marcados com fluoréforos diferentes. Para leitura no citometro de fluxo
FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA) foram separadas aliquotas de
0,5x10° células para cada marcador. Os anticorpos utilizados neste estudo
foram: anti-F4/80-like receptor purificado (clone 6F12) (BD Biosciences
Pharmingen, San Jose, CA), anticorpo secundario anti-rato IgG PE Cy5.5
(PercP) (Caltag, Invitrogen, Carlsbad, CA), anti-CD45-APC (LCA, Ly-5), anti-
CD4-FITC (L3T4, GK1.5), anti-CD8a-PE (Ly-2, 53-6.7) (BD Biosciences
Pharmingen, San Jose, CA), anti-Gr1 (clone RB6-8C5), anti-CD11b (clone
M1/70), anti-CD19 (clone 1D3), anti-CD45 (clone 30-F11) (BD Biosciences
San Diego, CA), anti-F4/80 conjugado com PE-Cy5.5 (clone BM8) e anti-
Perforina conjugado com APC (eBiosciences San Diego, CA). Apds a
incubagcdo com os anticorpos, as amostras foram lavadas com MTH, e
ressuspensas em 300ul de MTH, prontas para a leitura em citometro de

fluxo.

4.3 ISOLAMENTO DOS LEUCOCITOS TUMORAIS

Para separacdo da populagao de leucécitos infiltrantes do tumor foi
realizada digestao do tecido com colagenase | (100ug/ml) em tampao MTH

(Mouse tonic Hank’s — 1X HBSS, 5% soro fetal bovino, 0,5U/ml DNase |)
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para posterior isolamento das células CD45+ em coluna de separacgao
submetida a campo magnético (MACS LS+ Separation Columns — Miltenvy
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). As células foram incubadas com anti-
CD45 biotinilado (1:150) (BD Bioscience, San Jose, CA), e em seguida, com
microesferas associadas a Streptavidina (streptavidin-microbeads; MACS -
Miltenvy Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). A suspenséo de células e
microesferas foi passada por uma coluna acoplada a um magneto de forma
que as células marcadas com as esferas ficam retidas na coluna e em
seguida sao eluidas apds a retirada da mesma do magneto. Apds a analise
da pureza das populagdes alvo em citometro de fluxo, tanto as células
CD45+ quanto as CD45-, foram lisadas para extragcdo de RNA com RNeasy
Mini kit (Qiagen), para posterior avaliagdo da expressao de citocinas por RT-
PCR e quantificagdo dos transcritos através da plataforma RT? Profiler PCR
Array System (PAMM-011A, SuperArray Bioscience Corporation, Frederick,

USA) e por Real-time PCR.

4.4 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE

CITOCINAS

Uma primeira analise de expressao de citocinas foi realizada através
de ensaios de RT-PCR para estudo qualitativo da expressao de algumas
citocinas em tumores TC-1. RNA total dos tumores e linfonodos coletados
apos a injecao de células TC-1 foi isolado utilizando TRIzol Reagent

(Invitrogen), conforme o protocolo fornecido pelo fabricante. Apds a
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extragdo, os RNA foram quantificados em NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc.) e sua qualidade verificada por fracionamento por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. A
qualidade dos RNAs obtidos aparece ilustrada na Figura 2, e os iniciadores
empregados nas reagdes de RT-PCR desta primeira analise estao contidos

na Tabela 2.

28S —»

18S >

Figura 2 - Representacédo da qualidade dos RNA extraidos dos linfonodos e
tumores coletados dos animais sacrificados apds injegdo subcutanea de 10°

células TC-1.
LN: RNA dos linfonodos. TU: RNA dos tumores TC-1



Perfil de expressao de citocinas em modelo de tumor associado ao HPV16 34

Tabela 2 - Sequéncias de iniciadores utilizados nas reagboes de RT-PCR.

Alvo Sequéncias Access number
(GenBank)

CDl1c R 5’CAGTCTGGCAGATGTGGCTAY NM_021334.2
F 5’CACCACCAGGGTCTTCAAGT3

Foxp3 R 5TTCATGCATCAGCTCTCCAC3’ NM_054039
F 5AGACTCCATTTGCCAGCAGT3’

M-CSF R 5" GACCCTCGAGTCAACAGAGC 3 BC066205
F 5 TGTCAGTCTCTGCCTGGATG 3’

VEGF R 5 CAGGCTGCTGTAACGATGAA 3 NM_001025257
F5 GCCTTGGCTTGTCACATTTT 3’

TGF-B R 5’AGCCCGAAGCGGACTACTAT3Y BC013738
F 5TCCACATGTTGCTCCACACT3’

TNF-a R 5 CGTCAGCCGATTTGCTATCT 3’ NM_013693
F 5 CGGACTCCGCAAAGTCTAAG

IFN-y R 5’ACTGGCAAAAGGATGGTGACY NM_008337
F 5TGAGCTCATTGAATGCTTGG3’

IFN-B R 5’CCCTATGGAGATGACGGAGAY NM_010510
F 5CTGTCTGCTGGTGGAGTTCAZ’

IL-2 R 5 AACCTGAAACTCCCCAGGAT 3’ NM_008366
F 5 TCATCATCGAATTGGCACTC 3

IL-4 R 5TCAACCCCCAGCTAGTTGTC3 NM_021283
F5TGTTCTTCGTTGCTGTGAGG3’

IL-5 R 5 ATGGAGATTCCCATGAGCAC 3 NM_010558
F 5 CCCACGGACAGTTTGATTCT 3’

IL-10 R 5’CCAAGCCTTATCGGAAATGATZ NM_010548
F 5TTTTCACAGGGGAGAAATCGY

4.4.1 Quantificacao da expresséo de citocinas e quimiocinas

Reacdes de Real-time PCR convencionais foram realizadas para
quantificar a expressao de IL-10, CCL2/MCP1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1), CCL5/Rantes (RANTES, Regulated on Activation Normal T cell
Expressed and Secreted), MCSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) e

seu receptor MCSF-R, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), IL-6 e
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MMP9 (Matrix Metallopeptidase 9) em amostras de tumor total, e nas fragdes
CD45+ (leucécitos infiltrantes) e CD45- (demais células que constituem os
tumores TC-1). Anti-CD45 foi o anticorpo utilizado para isolar os leucécitos
infiltrantes dos tumores. Este anticorpo reconhece uma fosfatase de
membrana expressa em todas as linhagens hematopoiéticas (ABBAS e
LICHTMAN 2005).

Para a sintese de cDNA foram utilizados 2ug de RNA tratado com a
DNase RQ-1 RNase-Free DNase (1U/ul) (Promega), e a enzima M-MLV RT
(Invitrogen, Calrsbad, CA, cat 28025-021). Em seguida foram feitas as
reacoes de PCR em tempo real realizadas em equipamento ABI 7300 Real-
time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA), nas condigbes de
reagao e ciclagem descritas na Tabela 3. O sistema de detec¢do empregado
foi SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems, UK). O gene HPRT
foi utilizado como normalizador. As sequéncias dos iniciadores e os
respectivos valores de eficiéncia aparecem ilustrados na tabela 4. O valor de
eficiéncia (E=10"°P)) para cada gene avaliado foi utilizado no calculo da
expressao relativa de acordo com o método descrito por PFAFFL (2001). A

férmula utilizada para o calculo da expressao relativa foi a seguinte:

Ctcontrole-Ctamostra (Ctcontrole-Ctamostra)

Raz&o= Eano ( )/ Econstitutivo

Onde Eavo € Econstituivo S80 as eficiéncias dos iniciadores para os
genes alvo e HPRT, respectivamente. Ct (threshold cycle) refere-se ao ciclo
no qual ocorre a amplificacdo do gene alvo ou HPRT nas amostras controle

ou de interesse. RNA extraido de células TC-1 mantidas em cultura foi

utilizado como amostra referéncia.
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Tabela 3 - Condigdes de reacao e perfil de ciclagem das reagdes Real-time
PCR.

Constituintes da reacao

10ng cDNA, 5ul de iniciadores nas concentragdes 0,8uM ou 1,6uM (IDT), 10yl SYBR Green

PCR master mix (Applied Biosystems), agua para volume final de 20ul.

Perfil de ciclagem

50°C- 2"/ 95°C- 10’ (1X) / 95°C- 15”; 60°C- 1’ (40X); curva de dissociagéo: 95°C- 15”; 60°C-

1’; 95°C- 15”

Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores empregados na reagado Real-time
PCR.

Sequéncia dos iniciadores Amplicon Eficiéncia
IL-10: F = CCCTGGGTGAGAAGCTGAAG 86pb IL-10: E=1,8711519
R = CACTGCCTTGCTCTTATTTTCACA
CCL2: F = GCTGGAGCATCCACGTGTT 70 pb CCL2: E=2,042834
R = GTGAATGAGTAGCAGCAGGTGAGT
CCL5: F = CCCTCACCATCATCCTCACT 152 pb CCL5: E=2,052915
R = GCACTTGCTGCTGGTGTAGA
MCSF: F = GCTCCTGCCTACCAAGACTG 91 pb MCSF: E=1,929772
R = CAGCCCTTTCTCTTTGGTTG
MCSF-R: F = GGCAGTACCACCATCCACTT 80 pb MCSF-R: E=2,012779
R = TCAACCACTGTCACCTCCTG
VEGF: F= CAGGCTGCTGTAACGATGAA 101 pb VEGF: E=2,00708
R= TATGTGCTGGCTTTGGTGAG
IL-6: F=CAGAGATACAAAGAAATGATGGATGCT 83 pb IL-6: E=1,828218
R= CAGAAGACCAGAGGAAATTTTCAATA
MMP-9: F= AGACGACATAGACGGCATCC 86 pb MMP9: E=1,976733
R= GTGGTTCAGTTGTGGTGGTG
HPRT: F = TGGATATGCCCTTGACTATAATGA 76pb HPRT: E=1,883766
R= GGCTTTTCCAGTTTCACTAATGACA
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4.4.2 RT? Profiler PCR Array System (SuperArrray)

Com o objetivo de ampliar nossa analise de expressdao de moléculas
inflamatdrias envolvidas no desenvolvimento dos tumores TC-1, foi realizado
um array para Real-time PCR envolvendo genes de citocinas, quimiocinas e
seus respectivos receptores relacionados ao processo inflamatério (PAMM-
011A, SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, USA). Este array é
composto por uma placa de 96 pogos contendo oligonucleotideos
imobilizados especificos para 84 genes de citocinas, quimiocinas e seus
receptores, 5 genes constitutivos (GUSB - Glucuronidase beta; Hsp90ab1 -
Heatshock protein 90KDa alpha class B member 1; ACTB - g actin, GAPDH -
Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase; e HPRT), 3 controles da
reagcao de transcriptase reversa (RTC, Reverse Transcriptase Control), 3
controles da reagdo de PCR (PPC, Positive PCR Control), e 1 controle para
contaminagao por DNA genémico (MGDC, Mouse Genomic DNA Control).
De acordo com dados fornecidos pelo fabricante, estes oligonucleotideos
iniciadores foram desenhados de forma otimizada para amplificarem um
unico produto nas mesmas condicbes de reagcao e com eficiéncias muito
semelhantes (todas acima de 90%). O sistema de detec¢cdo empregado foi o
SYBR Green PCR master mix (cat 4309155, Applied Biosystems,
Warrington, UK) e o equipamento utilizado ABI 7300 Real-time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Amostras de cDNA sintetizadas a partir de RNA extraido das fragdes
CD45+ e CD45- foram utilizadas nestes experimentos. A analise dos dados

foi realizada pelo método ACt (LIVAK e SCHMITTGEN 2001), no qual
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calcula-se inicialmente o ACt de cada amostra, subtraindo-se os valores de
Ct (threshold cycle) dos genes constitutivos (HKG, Housekeeping genes) dos
valores de Ct do gene alvo. Os genes constitutivos sao utilizados como
normalizadores da reacgao, dessa forma, para o calculo do ACt utiliza-se a
seguinte férmula: [Ct (amostra) — Ct (normalizadores)]. Para utilizarmos o
método comparativo € necessario que as inclinagdes das retas (slope),
geradas em um grafico Ct versus quantidade de RNA, de cada par de
iniciadores presentes na placa seja menor que 0,1 para que a eficiéncia de
amplificacdo seja comparavel. Dessa forma, de acordo com as informacdes
fornecidas pelo fabricante, assumimos que as eficiéncias dos iniciadores sao
muito proximas. A partir das razbes geradas na andlise foi possivel
identificar quais moléculas estdo sendo expressas por cada uma das fracoes

analisadas.

45 TIPAGEM DOS CAMUNDONGOS C57BL/6 IL-10™"*C"

Para confirmagdo do gendtipo dos animais deficientes para IL-10, foi

realizada genotipagem de acordo com o protocolo sugerido pelo The

Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/pub-cqgi/protocols/protocols). DNA

de amostras de sangue e linfonodo destes animais foram utilizados para
reagao de PCR cujos iniciadores e condi¢gdes da reagado aparecem descritos
na Tabela 5. Os DNAs foram extraidos utilizando o kit QiAmp DNA minikit
(Qiagen) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. As amostras

de sangue foram coletadas imediatamente apds a eutanasia, misturadas a
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heparina e lavadas com PBS submetidas a centrifugagao a 1000 rpm por 5
minutos. Em seguida, adicionou-se tampdo de lise ACK (NH4CI 0.15M,
KHCO3; 10mM, EDTA 0.1mM) para lisar as células vermelhas e obter o pellet

de leucdcitos.

Tabela 5 - Sequéncia de iniciadores e condicdes da reacdo de PCR
empregada para genotipagem dos camundongos C57BI/6 IL-10"™9",

Iniciadores

IMR0086: 5 GTGGGTGCAGTTATTGTCTTCCCG 3’
IMRO0087: 5 GCCTTCAGTATAAAAGGGGGACC 3’
IMRO0088: 5 CCTGCGTGCAATCCATCTTG 3

Constituintes da reacéo
20ng DNA; 1,2ul Buffer 10X; 1,2yl dNTP 2mM; 0,96ul MgCl, 25mM; 0,06ul Taq
polimerase 5U/ul; 0,6pl Iniciadores 20uM, H,O para volume final de 12l.

Perfil de ciclagem
94°C- 3’ (1X) / 94°C- 307; 64°C- 45”; 72°C- 45" (35X)/ 72°C- 2"/ © 10°C

De acordo com a Figura 3 confirmamos os gendtipos esperados dos

animais C57BI/6 IL-10"!“%" (~450pb) e dos C57BI/6 selvagens (~200pb).
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Figura 3 - Genotipagem dos camundongos defiencientes para IL-10 (KO
IL10) e camundongos do tipo selvagem (WT) de acordo com protocolo

descrito na tabela 5.

Os produtos das reagbes de PCR foram fracionados em gel agarose 1% em 1X TBE e
corados com 0,5ug/ml brometo de etideo. A primeira linha corresponde a um marcador de
peso molecular. As duas primeiras amostras (2% e 32 linhas) sdo amostras de camundongos
KO IL10, cujo produto amplificado apresenta aproximadamente 450pb. A amostra WT
corresponde a DNA de camundongo C57BI/6 selvagem que apresenta fragmento

amplificado de aproximadamente 200pb. No: controle negativo da reacao.

4.6 ANALISE DO INFILTRADO TUMORAL

4.6.1 Imunohistoquimica

Para complementar a analise por citometria de fluxo, parte das
amostras de tumores originados da injecdo subcutanea de 10° células TC-1
foram utilizadas para caracterizagdo do infiltrado inflamatério através da
técnica de imunohistoquimica (IHQ). Os tecidos frescos foram congelados
em Tissue Freezing Medium (Triangle Biomedical Sciences, Durham N.C.)
para posterior sec¢cao em criostato e realizacdo de IHQ com os anticorpos
contra marcadores celulares conforme especificado na Tabela 6.

Cortes de 5um de espessura foram dispostos em Iaminas Superfrost

Plus (Fisherbrand — Fisher Scientific, USA) e fixados em acetona gelada por
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30 minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com peréxido
de hidrogénio (H202) 3% durante 10 minutos, seguido de banhos em PBS.
Os bloqueios da avidina e biotina enddgenas foram feitos com o kit
Avidin/Biotin Blocking (Vector Laboratories, Inc.). Aos cortes foi adicionada
solucao bloqueadora (soro fetal bovino 5% em PBS) por 30 minutos, seguida
da adicdo do anticorpo primario biotinilado (BD Bioscience) na sua
respectiva concentracdo. Os tecidos permaneceram em camara umida por
30 minutos, lavadas em PBS, e para amplificacdo do sinal, foram incubadas
com ABC Elite (avidin-biotin complex — Vector Laboratories, Inc.) por 30
minutos a temperatura ambiente. Para revelagcdo do sinal foi adicionada
solugdo de 3-3' diaminobenzidine (DAB) (Vector Laboratories, Inc.) por
aproximadamente 2 minutos, seguida da adigdo do corante hematoxilina de
Mayer’s (Zymed) (contra-coloragéo). Apds a desidratagao as laminas foram
montadas com resina sintética Entelan. A reacdo foi analisada em

microscopia Optica convencional.

Tabela 6 - Anticorpos empregados nas reagdes de imunohistoquimica.

Anticorpo Clone Diluicdo Alvo

anti-CD45 30-F11 1:150 todos os leucdcitos

anti-CD3e 145-2C11 1:50 todos os linfocitos T

anti-CD4 GK 1.5 1:100 linfécitos TCD4+

anti-CD8a 53-6.7 1:100 linfécitos TCD8+

anti-CD1d 1B1 1:350 células de Langerhans, células
dendriticas

anti-CD11b M1/70 1:300 macrdéfagos, granuldcitos, células NK

anti-CD45R/B220 RA3-6B2 1:100 linfécitos B

anti-CD54/ICAM-1 3E2 1:400 molécula de adeséo ICAM-1

anti-Ly6G/Ly6C RB6-8C5 1:500 neutrdéfilos, eosindfilos
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4.7 ENSAIO DE MIGRACAO IN VITRO

Para avaliagao do papel das quimiocinas CCL2/MCP1 e CCL5/Rantes
no recrutamento de mondcitos em resposta as células que expressam E6 e
E7 de HPV16, foram realizados ensaios de migragdo in vitro utilizando
anticorpos neutralizantes para estas quimiocinas. Nestes ensaios foram
utilizadas células TC-1 e células XB-2 pLXSN e XB-2 E6/E7. As células XB-2
(CL-177, ATCC number) s&o células embrionarias de camundongos
geneticamente modificadas com vetor retroviral pLXSN vazio ou pLXSN
EG/E7 que expressam as principais oncoproteinas de HPV-16. O isolamento
da populagao enriquecida de mondcitos CD11b+ empregada nos ensaios de
migracgéo foi realizado através da separagédo de populagdes segundo a sua

densidade por Gradiente de Percoll.

4.7.1 Gradiente de Percoll

Para obtengcdo dos mondcitos, foram coletadas células provenientes
de medula 6ssea de camundongos C57BI/6 selvagem. As células coletadas
da medula foram submetidas a um gradiente de Percoll 63,5% (Percoll Plus,
cat 17089101, GE Healthcare, Uppsala) para enriquecimento da populagao
CD11b+. As células a serem separadas pelo gradiente (total=30x10° células
de medula 6ssea) foram adicionadas a uma solugdo de Percoll 63,5%
totalizando um volume de 2,5ml. Em seguida adicionou-se 750ul de tampao
MTH (Mouse Tonic Hank’s: 15 mM HEPES pH 7,4, 1X HBSS) sem soro.

Para obtenc&o do gradiente, as células foram submetidas a centrifugacéo a
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uma rotacao de 700G por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apds a
centrifugacgéo, a populagao enriquecida de células CD11b+ foi coletada com
pipeta Pasteur a partir da interface gerada pelo gradiente, conforme ilustrado
no esquema da figura 4. As células coletadas foram lavadas com tampéo
MTH (Mouse Tonic Hank’s — 1X HBSS, 5% soro fetal bovino, 0,5U/ml DNase
[), contadas e aliquotadas na quantidade necessaria para realizagdo do
ensaio de migragcédo. A populagdo separada apds o gradiente de Percoll é

composta aproximadamente por 75% de células CD11b+.

Tubo Falcon 15ml

Centrifugacao: 700G / 30’ /
| >

=T 750ul tampao » populacdo enriquecida
CD11b+

2,5ml: Percoll 63,5%
+
2N¥10°8 ~élilac

Figura 4 - Esquema do processo de isolamento de células CD11b+ a partir
de células mieldides isoladas de medula 6ssea de camundongo C57BI/6

através de gradiente de Percoll.

4.8 IMUNOFLUORESCENCIA

Para visualizar a vascularizacdo presente nos tumores TC-1, foi
realizada reacdo de imunofluorescéncia com anticorpo especifico para o

marcador de células endoteliais CD31. Cortes histoléogicos de 5um de
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espessura provenientes de tumores TC-1 coletados 20 dias apds a injegao
subcutanea, foram fixados em solucdo de acetona/metanol na proporcéao de
2:1, bloqueados com 5% de soro fetal bovino em PBS por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida os cortes foram incubados com anticorpo
primario anti-CD31 purificado (Chemicon, céd. CBL1337) por 30 minutos.
Apods a lavagem com PBS, seguiu-se a incubagao com anticorpo secundario
biotinilado (Vectastain ABC kit, Vector Laboratory, Burlingame, CA) seguido
pela adicdo de streptavidina conjugada com AlexaFluor 488 (Molecular
Probes, Oregon, USA). A contracoloracéo foi feita com 4’6-diamidino2-
phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) para identificacdo dos
nucleos. Por ultimo, as laminas foram montadas com Prolong (Invitrogen,
Carlsbad, CA) e as imagens obtidas em microscépio de fluorescéncia BX61

Olympus (Olympus, Corp. Tokyo, Japan).



Perfil de expresséo de citocinas em modelo de tumor associado ao HPV16 45

5 RESULTADOS

Os resultados aqui apresentados serdo divididos em 2 manuscritos,
um em preparacdo e outro ja submetido, revisado e re-submetido. Além
disso, dados que complementam o0s resultados apresentados nos
manuscritos e permitem melhor entendimento da biologia dos tumores TC-1

serao apresentados nesta sessao.

51 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE

CITOCINAS POR RT-PCR

A primeira etapa deste trabalho consistiu na andlise de expressao de
um painel inicial de citocinas e fatores de crescimento nos tumores TC-1 e
linfonodos coletados de animais que continham tumores. Para comparar o
perfil de expressao destas moléculas com o modelo in vitro, foi extraido RNA
total das células TC-1 mantidas em cultura. Em seguida, com o objetivo de
determinar os tipos celulares responsaveis pela expressdao das moléculas
avaliadas, os tumores TC-1 foram submetidos a digestdo enzimatica para
posterior separacdo dos leucdcitos em coluna submetida a um campo
magnético. Foram analisados mRNA das células CD45+ (leucécitos
infiltrantes) e das células CD45- (demais células que constituem o tumor,
como células tumorais, fibroblastos e células endoteliais). A Tabela 7 ilustra

os resultados obtidos por RT-PCR a partir dos mRNA dos tumores,
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linfonodos, das fracdes CD45+ e CD45- isoladas dos tumores TC-1, e das
células TC-1 cultivadas in vitro. N6s observamos que o padrao de expressao
de citocinas em células CD45-, populagao constituida na sua grande maioria
por células TC-1, é diferente do padrao de expressao de células TC-1 em
cultura como demonstrado na tabela 7. Este dado sugere que a presenca de
células recrutadas pelas células tumorais podem modular a expressao de

citocinas nas mesmas, contribuindo para o crescimento tumoral.

Tabela 7 - Perfil de expressao de citocinas, fatores de crescimento e outras
moléculas, por RT-PCR, em amostras coletadas de animais submetidos a
injecao de células TC-1.

Alvo TU total LN TC1 CD45+ CD45-
(in vitro) leucécitos) (demais células)

IL-2 - - -
IL-5 - - - - -
IFNy - -
TNFa - -
TGFB
IL-10 - -
VEGF
MCSF
Foxp3 - -
CDllc - -
CD4 - -

Avaliacao do perfil de expressao de citocinas e demais moléculas por RT-PCR. Resultados
obtidos a partir de 3 experimentos independentes. Os dados sdo qualitativos e por isso

representados como para expressao detectada ou — quando a expressdo da dada
citocina nao foi detectada. TU total: RNA total extraido de tumores TC-1 coletados 2 e 3
semanas apos inje¢do subcutanea de 10° células TC-1 (n=6 animais). LN: RNA total
extraido de linfonodo de animais com tumor TC-1. TC-1: RNA de células mantidas em
cultura. CD45+: RNA de leucécitos que infiltram tumores TC-1, separados por selegao
positiva com anti-CD45 e coluna magnética (Streptavidin kit.... Miltenyi, estado, pais). CD45-
:RNA extraido das demais células que constituem o tumor (CD45-negativas: células
tumorais, endoteliais, fibroblastos) apés separagdo em coluna. CD11c: integrina expressa
por leucocitos, como mondcitos, macrofagos, linfocitos B e T, células NK, e por células
dendriticas. Foxp3 (forkhead box p3): fator de transcricdo expresso por linfécitos T
regulatérios. CD4: molécula expressa na superficie de linfécitos T helper. Interleucinas: IL-2,
IL-5, IL-10. IFN-g: interferon-gama. TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha. TGF-b:
Transforming Growth Factor-beta. VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. M-CSF:
Macrophage Colony Stimulating Factor.
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A expressao de VEGF, TGF-B, M-CSF e IL-10 foi observada tanto nas
amostras de tumores, quanto nas de linfonodos coletados dos camundongos
C57BI/6 com tumores TC-1. Estas moléculas sao frequentemente
produzidas por células neoplasicas e leucdcitos envolvidos no processo
inflamatorio e no recrutamento de células da resposta inata (revisado por
BEN-BARUCH 2006). A expresséao de IL-5, citocina de perfil Th2 relacionada
com estimulacao da resposta do tipo humoral e com proliferagdo de células
da resposta inata, também foi testada. Porém, ao contrario dos resultados
observados com IL-10, outra citocina de perfil Th2, todas as amostras foram

negativas para IL-5.

5.2 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE CITOCINAS E

QUIMIOCINAS NOS TUMORES TC-1

Com o objetivo de ampliar nossa analise de expressdao de moléculas
inflamatoérias  envolvidas no crescimento dos tumores TC-1, nods
quantificamos a expressido de diversas citocinas por PCR em tempo real
utilizando a plataforma Superarray (PAMM-011A, SuperArray Bioscience
Corporation, Frederick, USA), onde iniciadores para um painel de citocinas,
quimiocinas e seus respectivos receptores relacionados ao processo
inflamatédrio, estdo distribuidos em placas de forma que cada amostra de
cDNA proveniente das amostras de RNA pode ser incubada em uma unica
placa para quantificacdo da expressao dos referidos genes. Os resultados

obtidos a partir de trés experimentos independentes estdo apresentados na
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Figura 1 do manuscrito Characterization of cytokines and chemokines
expression in HPV-16 tumor model in C57Bl/6 mice (Manuscrito 1). Estes
dados permitiram ampliar nosso painel de moléculas avaliadas, confirmar
nossos achados anteriores por RT-PCR, e quantificar a expressao destas
moléculas. Adicionalmente aos resultados obtidos através da plataforma RT?
Profiler PCR Array System (SuperArray Bioscience Corporation, Frederick,
MD) julgamos importante avaliar a expressao de algumas moléculas que néo
faziam parte desta plataforma. Dentre os transcritos analisados, estdo
VEGF, M-CSF e seu receptor MCSF-R, IL-6 e MMP9. Todos foram avaliados
por Real-time PCR convencional e os resultados destas quantificacbes
aparecem ilustrados no manuscrito 1.

Para complementar o dado observado pelo array de Real-time, a
expressao das quimiocinas CCL2/MCP-1 e CCL5/Rantes também foi
confirmada por Real-time PCR convencional. Podemos observar na figura 5
as expressoes relativas destas quimiocinas em amostras de tumores TC-1, e

em suas respectivas fracbes CD45+ e CD45-.
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Expresséo de CCL2 por Real-time PCR
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Expressdo de CCL5 por Real-time PCR
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Figura 5: Expressao relativa de CCL2/MCP1 e CCL5/Rantes por Real-time
PCR.
Real-time PCR empregado para avaliagdo da expressao de CCL2 (A) e CCL5 (B) nos

tumores TC-1, leucdcitos infiltrantes (CD45+) e demais células que constituem os tumores
(CD45-) em relagdo ao controle TC-1 in vitro. Para o calculo da expresséo relativa foi
aplicada a seguinte férmula: Razdo= Ealvo (Ctcontrole-Ctamostra)/ Enormalizador
(Ctcontrole-Ctamostra). Onde E é a eficiéncia do iniciador utilizado. HPRT foi empregado
como nomalizador. Resultados obtidos com amostras de 3 experimentos independentes,
todas em duplicatas para o gene avaliado. Amostra controle: TC-1, mRNA extraido de
células TC-1 cultivadas in vitro. TU total: mRNA extraido de tumor TC-1 total. CD45+: mRNA
extraido de leucdcitos infiltrantes isolados de tumores TC-1. CD45-: mRNA extraido da
fracdo CD45- composta principalmente pelas células tumorais, além de fibroblastos e

células endoteliais que constituem os tumores TC-1.
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Para analise da expressédo relativa destas quimiocinas por esta
metodologia, mMRNA de células TC-1 cultivadas in vitro foi utilizado como
amostra controle ou referéncia. Portanto os valores apresentados nos
graficos da figura 5 correspondem a expressédo de CCL2 e CCL5 nas
amostras em relagdo ao controle, de acordo com o método descrito por
Pfafll, 2001.

A quimiocina CCL2/MCP-1 é expressa tanto pelo infiltrado leucocitario
(CD45+) quanto pelas células tumorais (CD45-). Na figura 5A é possivel
observar que esta quimiocina é expressa pelas células TC-1 in vitro, porém
ha um aumento significativo desta expressdao no modelo in vivo. A
confirmacdo dos altos niveis de CCL2 nas células tumorais levantou a
hipétese de que CCL2 poderia ter um papel fundamental no recrutamento de
mondcitos/macréfagos para o local do tumor, o que nos levou a realizar
ensaios de migragao in vitro discutidos a seguir no manuscrito 1.

A expressao de CCL5 também foi confirmada por Real-time PCR
convencional. Apesar de CCL5 ser expressa pelas células TC-1 cultivadas in
vitro, o aumento da expressdo desta quimiocina pelas células tumorais in
vivo é discreto, conforme mostrado na figura 5B. Por outro lado, observamos
a expressao de CCL5 pelo infiltrado leucocitario (CD45+) aumentada em
relacdo as células tumorais (CD45-) (figura 5B). A expressao de CCL5 por
macrofagos € um dos fatores que pode contribuir para caracterizagéao

fenotipica destas células (MANTOVANI et al. 2002).
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5.2.1 Anélise da plataforma RT? Profiler PCR Array System

Os dados gerados na plataforma RT? Profiler PCR Array System
(SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, MD), que aparecem
ilustrados no manuscrito 1, foram analisados de duas formas. Na primeira
delas utilizamos apenas o calculo do ACt conforme explicado no manuscrito
1. Em seguida, realizamos uma segunda analise utilizando o software
fornecido pelo fabricante, no qual se aplica 0 método descrito por LIVAK e
SCHMITTGEN (2001). Os resultados desta analise aparecem ilustrados nas
figuras 6 a 8, nas quais estdo representados os valores de expressao do
gene alvo nas amostras CD45+ e CD45- em relagdo a amostra de tumor
total, que neste caso foi utilizada como amostra referéncia. Este método nos
permite identificar as moléculas diferencialmente expressas nas populacoes
avaliadas. A expressao relativa cujo valor se aproxima de 1 n&o significa
baixa quantidade de transcrito pelas amostras avaliadas, e sim que a
expressao génica é semelhante na amostra analisada e na amostra
referéncia. Por exemplo, a expressao relativa de CCL5 nas fragcdes CD45+ e
CD45- é baixa (figura 6), no entanto ambas as amostras avaliadas
apresentam elevada quantidade deste mRNA (vide figura 1 do manuscrito
1), assim como a amostra de tumor total. Para de fato identificar a real
quantidade de transcrito devemos consultar a figura 1 apresentada no
manuscrito 1. Porém, a combinacdo dos dois métodos de analise
empregados neste estudo para representar os resultados gerados nesta
plataforma nos permite: a) quantificar os transcritos expressos em ambas as
amostras estudadas (Figura 1, manuscrito 1); e b) identificar os genes
diferencialmente expressos entre estas duas populagdes celulares (Figuras

6 a 8).
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EXPRESSAO RELATIVA

Expressao de quimiocinas e receptores relacionados ao recrutamento de leucécitos
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Figura 6 - Expressao relativa de quimiocinas e receptores associados ao
recrutamento de leucdcitos avaliados através da plataforma RT? Profiler

PCR Array System (SuperArray Bioscience Corporation).

Analise da expressdo de quimiocinas e receptores associados ao recrutamento de
leucécitos nas amostras CD45+ e CD45- em relagdo a amostra de tumor total. Avaliagao
realizada através da plataforma RT? Profiler PCR Array System (SuperArray Bioscience
Corporation). Férmula aplicada para o calculo das razées CD45+/TU total e CD45-/TU total:
27aact (LIVAK e SCHMITTGEN 2001). As células CD45+ e CD45- foram isoladas de tumores
TC-1 coletados 20 dias apds a injegao subcuténea de 10° células TC-1 em animais C57BI/6
selvagens. Os resultados representados foram obtidos a partir das médias de 3
experimentos independentes. O eixo Y representa razdo da expressao na fragao tumoral/

expressao no tumor.




Perfil de expressao de citocinas em modelo de tumor associado ao HPV16 53

EXPRESSAO RELATIVA
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Figura 7 - Expressado relativa de citocinas e receptores associados a
inflamacéo avaliados através da plataforma RT? Profiler PCR Array System

(SuperArray Bioscience Corporation).

Andlise da expressdo de citocinas e receptores associados a inflamagao nas amostras
CD45+ e CD45- em relagdo a amostra de tumor total. Avaliacdo realizada através da
plataforma RT? Profiler PCR Array System (SuperArray Bioscience Corporation). Formula
aplicada para o calculo das razdes CD45+/TU total e CD45-/TU total: 2% (LIVAK e
SCHMITTGEN 2001). As células CD45+ e CD45- foram isoladas de tumores TC-1 coletados
20 dias apos a injecdo subcutanea de 10° células TC-1 em animais C57BI/6 selvagens. Os
resultados representados foram obtidos a partir das médias de 3 experimentos
independentes. O eixo Y representa razdo da expressao na fragdo tumoral/ expresséo no

tumor.
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Expressao de citocinas, quimiocinas e receptores associados aos TAMs
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Figura 8 - Expresséo relativa de citocinas, quimiocinas e receptores relacionados
aos macrofagos associados a tumores (TAMs), avaliados através da plataforma
RT? Profiler PCR Array System (SuperArray Bioscience Corporation).

Analise da expressao de citocinas, quimiocinas e receptores associados aos TAMs nas amostras
CD45+ e CD45- em relagdo a amostra de tumor total. Avaliagdo realizada através da plataforma
RT? Profiler PCR Array System (SuperArray Bioscience Corporation). Férmula aplicada para o
calculo das razdes CD45+/TU total e CD45-/TU total: 2% (LIVAK e SCHMITTGEN 2001). As
células CD45+ e CDA45- foram isoladas de tumores TC-1 coletados 20 dias apds a injecéo
subcutanea de 10° células TC-1 em animais C57BI/6 selvagens. Os resultados representados
foram obtidos a partir das médias de 3 experimentos independentes. O eixo Y representa razdo da

expressao na fragao tumoral/ expressao no tumor.
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Dentre os dados mais interessantes observados em nosso estudo,
esta a elevada expressdao de CCL2/MCP-1 tanto pelas células do infiltrado
(CD45+) quanto pelas células tumorais (CD45-) (Figura 6 e Figura 1 do
manuscrito 1). De acordo com dados gerados em nosso laboratério, a
maioria do infiltrado leucocitario presente nos tumores TC-1 é composto por
macrofagos associados a tumores (TAMs) com fenétipo M2 (LEPIQUE et al.
2009). Uma das principais caracteristicas destas células € a produgédo de
CCL2 adicionada a expressao do seu receptor CCR2 (Figura 6) (revisado
por MANTOVANI et al. 2002; POLLARD 2004).

Outro resultado interessante observado no array de Real-time PCR foi
a expressdao de CCL5/Rantes por ambas as fracbes que constituem os
tumores TC-1 (Figura 5 e Figura 1 do manuscrito 1). CCL5 é uma quimiocina
pré-inflamatoéria que se liga com alta afinidade aos receptores CCR1, CCR3
e CCR5 (RAMAN et al. 2007), altamente expressos pelos leucdcitos que
infiltram os tumores TC-1 (Figura 6). A alta expressao dos receptores CCR1,
CCR2, CCR3 e CCRS5 pelo infiltrado leucocitario (figura 6) indica que estes
leucdcitos que infiltram os tumores TC-1 sdo responsivos as quimiocinas

CCL2 e CCLS5.

5.3 ANGIOGENESE NOS TUMORES TC-1

As quimiocinas CXC tém papel fundamental no processo de

angiogénese, dependendo da presenga ou ndo da sequéncia ELR (Glu-Leu-

Arg) que precede o dominio CXC. Dentre as quimiocinas ELR+, que
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estimulam a angiogénese, estdo CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCLS,
CXCL7 e CXCLB8/IL-8. As quimiocinas CXCL4, CXCL9, CXCL10 e CXCL11
sao ELR- e inibem a angiogénese (RAMAN et al. 2007). CX3CL1 pode ser
produzida por células endoteliais, e tem o potencial de induzir angiogénese
(RAMAN et al. 2007). Esta quimiocina aparece altamente expressa pelas
células tumorais em nosso modelo (Figura 1 do manuscrito 1). Por outro
lado, a quimiocina angiostatica CXCL10 também apresenta expressao
elevada pelos leucécitos que infiltram os tumores TC-1 e pelas proprias
células tumorais (figural do manuscrito 1), e €& capaz de inibir a
angiogénese. Adicionalmente, CXCL4 ¢é expresso pelos leucdécitos
infiltrantes (Figura 1 do manuscrito 1), e de acordo com dados da literatura
sua capacidade de inibir a angiogénese deve-se a interacao direta com FGF
(Fibroblast Growth Factor) e VEGF, inibindo a capacidade destes fatores de
crescimento se ligarem a seus receptores (revisado por RAMAN et al. 2007).
Conforme mostrado na figura 9, embora possamos observar a expressao de
quimiocinas que inibem a angiogénese, como CXCL4, CXCL9 e CXCL10, é
possivel observar a expressdo pelas células tumorais de moléculas que
estimulam a angiogénese, como CXCL1, CXCL5 e CX3CL1. Estes
resultados, em conjunto com a elevada expressdao de VEGF e MMP9,
conforme mostrado no manuscrito 1, sugerem existir um balanco na
producdo destas moléculas, uma vez que observamos uma grande

quantidade de vasos nos tumores TC-1, conforme ilustrado na Figura 10.
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Alvo ACt CD45+ ACt CD45-

CX3CL1
CXCLA1
CXCL10
CXCL11
CXCL4
CXCL5
CXCL9
CXCR3
CCR10

mais expresso
Menos expresso
nao determinado

Figura 9 - Expressdao de quimiocinas e receptores associados a
angiogénese e avaliados através da plataforma RT? Profiler PCR System
Array.

Foram avaliadas as amostras CD45+ e CD45- isoladas dos tumores TC-1. Os as cores se
baseiam nos valores das médias dos ACts obtidos de 3 experimentos independentes. De
acordo com a legenda ao lado, verde significa maior expressdo, e vermelho, menor
expressao das moléculas avaliadas.

Figura 10 - Vascularizagdo de tumor TC-1. Imunofluorescéncia com

anticorpo anti-CD31.

Corte histoldgico de tumor coletado trés semanas apdés inje¢do subcuténea de 10° células
TC-1, submetido a reacdo de imunofluorescéncia com o anticorpo anti-CD31 (verde) e
contracorado com DAPI (azul), aumento de 100X. No destaque, o um vaso representado no
aumento de 400X.
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54 CARACTERIZACAO DO INFILTRADO LEUCOCITARIO

PRESENTES NOS TUMORES TC-1

A analise por IHQ incluiu uma série de marcadores de diferentes
leucdcitos. Os anticorpos empregados neste estudo foram listados em
Materiais e Métodos, e sao capazes de identificar linfécitos TCD4+ e TCD8+,
macrofagos, mondcitos, granulécitos, neutrdfilos, células NK, e linfocitos B.
Foram analisados tumores de 1, 2 e 3 semanas, e o0s resultados
encontrados foram semelhantes em todos os tecidos.

Nestas analises, observamos grandes quantidades de células
positivas para anti-CD11b, marcador de macrofagos, granulécitos e células
NK. Estas células infiltrantes sdo numerosas nos tumores, enquanto os
linfécitos T sdo raramente encontrados, conforme podemos observar na

Figura 11.



ChiN sbdiiimin. o 8|

Figura 11 - Cortes histolégicos de tumores coletados trés semanas apos

injecdo subcutanea de 10° células TC-1.

Reacédo de IHQ com os anticorpos anti-CD45 (A), anti-CD11b (B), anti-Ly6G/Ly6C (C)
e anti-CD3 (D) (aumento de 200X). Anti-CD45 é marcador comum de todos os
leucocitos; anti-CD11b reconhece a cadeia o de Mac-1, expresso em macréfagos,
granulocitos e células NK. Anti-Ly6G/Ly6C interage com o antigeno de diferenciagao
Gr-1 expresso por neutrofilos e eosindfilos; e anti-CD3 é marcador de linfocitos T. Nos
destaques, os respectivos controles positivos para cada anticorpo, realizados em timo
de animal C57BI/6.

59
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Imunohistoquimica com anti-CD3e, anti-CD4 e anti-CD8a revelou
auséncia de linfécitos T nos tumores TC-1, que pode ser explicada pela
presenca de macrofagos infiltrantes capazes de suprimir a resposta celular.
Granulécitos, marcados com anti-Gr1 (Figura 11C), foram encontrados na
periferia dos tumores € em menor quantidade do que as células marcadas
com anti-CD11b (Figura 11B). O extravasamento destas células da corrente
sanguinea para o tecido inflamado envolve moléculas, como ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1), responsaveis pela adesédo dos neutrofilos
ao endotélio e posterior migracdo destas células para o tecido. Em nossos
resultados, observamos a expressdao de ICAM-1, marcada com anti-CD54,
por toda area tumoral avaliada. Os tumores de 1, 2 e 3 semanas
apresentaram mesmo padrao de expressao desta molécula.

Apesar de nao observarmos células B (anti-CD45R/B220) nos
tumores TC-1, alguns autores demonstraram que os linfécitos B parecem
estar envolvidos no processo de inflamagdo crénica que predispbe ao
desenvolvimento de tumores HPV-16 positivos (De VISSER et al. 2005).
Outro estudo demonstrou em diferentes modelos de tumor em animais, que
a deplecao de células B melhora a resposta anti-tumoral mediada por
linfécitos T e células NK in vivo (INOUE et al. 2006). Estes dados sugerem
que as células B estdo envolvidas na resposta imune a tumores, no entanto,
ainda pouco se sabe sobre o papel destas células em modelos de tumores

associados ao HPV.
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55 PAPEL DE QUIMIOCINAS NA MIGRACAO DE CELULAS
MIELOIDES EM RESPOSTA AS CELULAS QUE EXPRESSAM E6 E
E7 DE HPV16

O estudo de quimiocinas importantes para o recrutamento de
monocitos ao local do tumor tem dado destaque principalmente as
quimiocinas CCL2/MCP1 e CCL5/Rantes (BEN-BARUCH 2006). Como
discutido anteriormente, CCL2 é um dos mais potentes quimioatraentes de
células mieldides, inclusive de macrofagos associados a tumores (TAMSs).
Em modelos de tumor de mama, o papel de CCL2 e CCL5 no recrutamento
de mondcitos para o local do tumor esta bem caracterizado (NEUMARK et
al. 1999; AZENSHTEIN et al. 2002).

Com base em nossos resultados de expressédo génica, optamos por
avaliar o papel destas quimiocinas na migragdao de células mieldides em
resposta as células que expressam E6 e E7 de HPV16. Nestes ensaios de
migragdo in vitro foram utilizados os anticorpos neutralizantes anti-
CCL2/MCP1 e anti-CCL5/Rantes com o objetivo de bloquear a agc&do destas
quimiocinas. A Figura 12 ilustra os resultados encontrados com os
neutralizantes de CCL2 e CCLS5.

Para o ensaio de migragao in vitro utilizamos as células TC-1 e
células XB2 que expressam E6 e E7 de HPV16. No controle negativo do
ensaio foi utilizado apenas meio de cultura e como controle da presenca ou
ndo de HPV foram utilizadas as células XB2 contendo o vetor vazio (XB2
pLXSN). Para o controle da agdo dos anticorpos, tanto as células TC-1

quanto as XB2 foram tratadas com o controle isotipico.
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Figura 12: Ensaio de migracéo in vitro. A: Avaliagdo da migragcéo de células mieldides em
resposta as células TC-1. B: migragéo de células mieldides em resposta as células XB2.

Os valores apresentados referem-se a contagem de células que migraram em cada
amostra. C-: controle negativo composto apenas por meio de cultura. TC-1: células TC-1
nao tratadas; TC-1 IgG: células TC-1 tratadas com IgG de rato (10ug/ml); TC-1 antiCCL2:
células TC-1 tratadas com anticorpo neutralizante anti-CCL2/MCP1 (5ug/ml). TC-1
antiCCL5: células TC-1 tratadas com anticorpo neutralizante anti-CCL5/Rantes (10ug/ml);
pLXSN: células XB2 transduzidas com o vetor pLXSN vazio n&o tratadas; pLXSN IgG: XB2
pLXSN tratadas com IgG de rato (10ug/ml); pLXSN antiCCL2: células XB2 pLXSN tratadas
com neutralizante anti-CCL2/MCP1 (5pug/ml); pLXSN antiCCL5: células XB2 pLXSN
tratadas com anticorpo neutralizante anti-CCL5/Rantes (10ug/ml); E6E7: células XB2
transduzidas com o vetor pLXSN vetor que expressa E6 e E7 de HPV16 nao tratadas; EGE7
IgG: XB2 EGE7 tratadas com IgG de rato (10ug/ml); EG6E7 antiCCL2: células XB2 EGE7
tratadas com neutralizante anti-CCL2 (5ug/ml); EGE7 antiCCL5: células XB2 EGE7 tratadas
com neutralizante anti-CCL5/Rantes (10ug/ml). Teste estatistico aplicado: t-Student, com
significancia p<0,05.
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Os dados obtidos com o anticorpo neutralizante anti-CCL2 foram
significativos, e por isso também aparecem descritos na figura 4 do
manuscrito 1. Estes resultados sugerem que CCL2 exerce um papel
importante no processo de migracdo de células mieldides em resposta as
células que expressam E6 e E7 de HPV16. Com relacdo a analise do papel
de CCL5, observamos no ensaio in vitro uma tendéncia a reducdo da
migracao de células mieléides na presenca do anticorpo neutralizante (figura

12B). Entretanto, este resultado n&o foi significativo.

5.6 APRESENTACAO DO MANUSCRITO 1:
CHARACTERIZATION OF CYTOKINES AND CHEMOKINES

EXPRESSION IN HPV-16 TUMOR MODEL IN C57BL/6 MICE

No trabalho apresentado a seguir descrevemos a caracterizagcao da
expressao de citocinas e quimiocinas nos tumores TC-1 em animais C57BI/6
selvagens. Os resultados mostrados neste estudo ilustram o complexo
painel de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que podem estar
envolvidos no crescimento tumoral. Nossos estudos foram iniciados com
andlise da expressdo de mRNA, como varios dos estudos descritos na
literatura. Posteriormente, fizemos também ensaios para a caracterizacéo do
perfil de expresséo de proteinas das populacées de macréfagos tumorais e
de células mieldides também presentes nos tumores. Neste estudo
identificamos a expressao de citocinas tipicamente supressoras, como IL-10,

expressa por macrofagos associados ao tumor. Mas também encontramos
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expressao de citocinas relacionadas ao processo inflamatério e que podem
estar envolvidas em inflamagado cronica como fatores de risco para o
desenvolvimento de neoplasias, como IL-1B Além disso, identificamos
moléculas potencialmente importantes para o recrutamento de células do

sistema imune, como CCL2.
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ABSTRACT

Infection with Human Papillomavirus (HPV) is the main cause of cervical
cancer. Local immune response plays an important role in HPV infection and
carcinogenesis. Cytokines and chemokines are key molecules in these
processes owing to their immunomodulators activities. A great variety of
these molecules are produced by tumor cells leading to the recruitment of
leukocytes associated to tumor progression. Due to the importance of local
immune response against tumor establishment we proposed to evaluate the
expression of cytokines, chemokines and their receptors involved in the
inflammatory response in HPV associated tumors. TC-1 cells were inoculated
subcutaneously in C57B/6 mice and tumor growth kinetics was followed.
Previous data showed us that TC-1 tumors were infiltrated mainly by
CD45+CD11b+F4/80+ cells, and virtually no lymphocytes. CD45+ cells were
sorted from the CDA45- population and both cell types were used for
quantified mRNA expression. Our results showed the high expression of IL-
10 and TNFa by the infiltrate. Additionally, we observed TGFf, IL-18,
CXCL10, CCL2 and CCL5 expression by tumor cells as well as by the
infiltrating leukocytes. We also verified high levels of IL-6, VEGF and MCSF
in TC-1 tumors and elevated MCSF-R and MMP-9 expression by the
infiltrate. The protein analysis confirms some of mMRNA data. Based on the
detection of CCL2 by tumor cells, we investigated its role in monocyte
migration and found a reduction in cell migration when CCL2 is blocked. This
result suggests that this chemokine produced by tumor cells may be an

important regulator of leukocyte recruitment in this tumor model. In
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conclusion, our results suggest that cytokines and chemokines produced by
tumor cells as well as the infiltrate could play a role in local immune response

and maybe contributing to tumor progression.

INTRODUCTION

Cervical carcinoma is the second leading cause of cancer death in women
worldwide and is mainly attributable to high risk HPV persistent infection
(BOSCH e DE SANJOSE 2003). Most persistent infection are caused by
HPV-16, and the two viral oncoproteins E6 and E7 play an important role in
the development and maintenance of the malignant phenotype. Persistent
HPV infection is required for neoplastic progression and failure of virus
clearance is attributed to a poor immunological response (TINDLE 2002).
Chronic inflammation resulting from viral persistent infection could
predispose the pre-neoplastic development and tumor progression. The
association between inflammation and cancer are mediated by cytokines and
chemokines which are key molecules involved in local immune response.
These small soluble molecules can be secreted by tumor cells as well as
leukocyte infiltrate and they could be associated with angiogenesis, invasion
and metastasis (COUSSENS and WERB 2002; RAMAN et al. 2007).
Macrophages are an important component of the leukocyte tumor infiltrate
(COUSSENS and WERB 2002; MANTOVANI et al. 2002). Tumor-associated
macrophages (TAM) produce cytokines and chemokines which can regulate

or promote tumor growth. Moreover, these molecules profoundly affect the
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phenotype of monocytes/macrophages (MANTOVANI et al. 2002). Previous
studies have shown that TAMs correlate with a poor prognosis suggesting a
role for these cells in tumor progression (BINGLE et al. 2002).

Here we study a mouse tumor model associated to HPV-16. In our study,
previous data from our lab showed that most of the tumor infiltrating cells are
CD45"CD11b*F4/80"Arginase1” macrophages with M2-like phenotype
(LEPIQUE et al. 2009). TAMs produce high quantities of IL-10 and TGF-p,
which suppress the immune adaptive response (SICA et al. 2000;
MANTOVANI et al. 2002). They also produce chemokines as CCL2/MCP-1
and CCL5/Rantes, highly associated to tumor progression (UENO et al.
2000; AZENSHTEIN et al. 2002). Moreover these chemokines induce
metalloproteases (MMPs) and VEGF production, enhancing tumor invasion
and angiogenesis in breast carcinomas (AZENSHTEIN et al. 2002, 2005).
TAMs also produce Tumor necrosis factor-a. (TNF-o) which is a key cytokine
that can act as an autocrine growth factor for these cells (ZINS et al. 2007).
Due to the importance of local immune response against tumor
establishment we proposed to evaluate the expression of cytokines,
chemokines and their receptors involved in the inflammatory response in
HPV associated tumors. For this purpose, we isolated the leukocyte infiltrate
from tumor cells and performed mRNA and protein quantification in both
populations. Here we found that tumor cells as well as the infiltrating
leukocytes produce cytokines and chemokines related to immunossupression
and tumor growth, as IL-10, TNF-a, TGF-B, IL-1pB, IL-6, MCSF, CCL2/MCP-1

and CCL5/Rantes. In addition, we suggest that CCL2/MCP-1 produced by
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tumor cells has a role in monocyte/macrophage migration in our tumor

model.

MATERIALS AND METHODS

Cell line and animal model:

TC-1 cells are derived from primary epithelial cells of C57BL/6 mice
cotransformed with HPV-16 E6 and E7 and c-Ha-ras oncogenes (LIN et al.
1996). This cell line was kindly donated by Dr. TC Wu (Jonh Hopkins,
Baltimore, MD). These cells were cultivated in RPMI supplemented with 10%
bovine fetal serum and 400ug/ml Neomicin (Invitrogen, Carlsbad, CA) in
incubators with atmosphere of 5% CO,. TC-1 cells were suspended in PBS™
(1mMCaCl,, 0.5mM MgCl,). We inoculated subcutaneously 10° TC-1 cells in
the right flank of C57Black/6 mice and followed tumor growth during 4 weeks
or tumor size reached a maximum diameter of 1.5 cm. C57BI/6 mice were
maintained at the Ludwig Institute for Cancer Research mouse facility in spf
conditions. All mouse protocols were approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation of Fundagcdo Antonio Prudente, Sao Paulo, Brazil,

protocol 05/05.

Cell Sorting:
Tumors were harvest approximately 20 days post TC-1 injection. Tumors
were digested in 100ug/ml Collagenase under agitation at 37°C. The cell

suspension was done in 1x Hanks’ balanced salt solution with 15mM HEPES
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pH7.4, supplemented with 5% fetal bovine serum and 0.5U/ml DNase. Cell
suspension were filtered through a 70um mesh and washed twice before
use. We obtained approximately 98% of viable cells.

CD45+ cells were isolated from tumors by sorting using biotinilated anti-
CD45 antibody and followed by incubation with Streptavidin micro-beads
(Miltenyi Biotec, Germany). Cells were sorted through columns exposed to
magnetic field (MACS LS+ Separation Columns) (Miltenyi Biotec, Germany).
The negative fraction eluted from the columns was used as CD45- population
for mMRNA analyses. In general we obtained 95% pure cells with at least 90%
viability.

For protein analyses we sorted peritoneal macrophages from the peritoneal
resident cells by positive selection with purified anti-F4/80 antibody, followed
by anti-rat PE and isolation using the EasySep anti-PE magnetic beads
(Stem Cell Technologies, Vancouver, CA). We also isolated two myeloid cell
populations from TC-1 tumors that were digested as described before. Cell
sorting was performed using the following antibodies: anti-CD11b FITC
conjugated (clone M1/70) (R&D Systems, Minneapolis, MN), anti-Gr1 PE
conjugated (clone RB6-8C5) (BD Biosciences, San Diego, CA) and anti-
F4/80 PE-Cy5.5 conjugated (clone BM8) (eBiosciences, San Diego, CA). Cell
sorting was carried out in a FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA)
and we were able to separate CD45+/CD11b+/F4/80+ cells and

CD45+/CD11b+/Gr-1+ cells.
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RNA isolation and Reverse-Transcriptase reaction:

RNA from infiltrating leukocytes (CD45+) and tumor cells (CD45-) was
isolated by RNeasy Mini kit (Qiagen, Germany) methodology according to
manufacture instructions. Real-time PCR arrays (RT? Profiler PCR Array
System, SuperArray Bioscience Corporation) were performed using cDNA
synthesized with M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen), oligo-dT primer

(IDT) and random primers. In each 96-well plate was used cDNA synthesized

from 1ug RNA.

RT? Profiler PCR Array System (SuperArray):

In order to analyze a panel of genes involved in the inflammatory response in
our tumor model, Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors RT? Profiler
PCR Array System (PAMM-011A) (SuperArray Bioscience Corporation,
Frederick, MD) was performed. This Real-Time PCR array contains a panel
of 96 primer sets including 84 genes of cytokines, chemokines and their
receptors, five housekeeping genes and three RNA and PCR quality controls.
Real-time PCR arrays were performed on an ABI Prism 7300 sequence
detection system (Applied Biosystems, Foster City, CA) using SYBR Green

Mastermix (Applied Biosystems, UK).

Real-time PCR array (SuperArray) analysis:
The mRNA expression levels were represented by the ACt values which
were calculated as the subtraction of the Ct averages of the housekeeping

genes (HKG) from the Ct averages of the target gene (TG) (ACt = Ctyg —
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Ctukc). The amplification efficiencies of the targets (TG) and references
(HKG) displayed no significant differences (data provided by SuperArray

Bioscience Corporation, Fredrick, MD).

Quantitative Real-time PCR

Real-time PCR for MCSF, MCSF-R, VEGF and IL-6 expression were done in
RNA samples from CD45" and CD45" cells isolated from TC-1 tumors. The
reactions were performed in an ABI 7300 detection system (Applied
Biosystems, Foster City, CA) with SYBR Green Mastermix (Applied
Biosystems, UK) with specific primers for each transcript: MCSF (GenBank
accession number BC066205) (F=GCTCCTGCCTACCAAGACTG and
R=CAGCCCTTTCTCTTTGGTTG), MCSF-R (GenBank accession number
NM_001037859) (F=GGCAGTACCACCATCCACTT and
R=TCAACCACTGTCACCTCCTG), VEGF (GenBank accession number
NM_001025369.1) (F=CAGGCTGCTGTAACGATGAA and
R=TATGTGCTGGCTTTGGTGAG), IL-6 (GenBank accession number
NM_031168) (F=CAGAGATACAAAGAAATGATGGATGCT and
R=CAGAAGACCAGAGGAAATTTTCAATA), MMP-9 (GenBank accession
number NM_013599) (F= AGACGACATAGACGGCATCC and Rs=
GTGGTTCAGTTGTGGTGGTG) and HPRT (GenBank accession number

NM_013556) (F= TGGATATGCCCTTGACTATAATGA and R=

GGCTTTTCCAGTTTCACTAATGACA). The relative quantification of each
target in comparison to a reference gene (HPRT) was determined as

described (PFAFFL 2001). The relative expression ratio was calculated
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based on Real-time PCR efficiency and the crossing points for the target and

HPRT transcripts. The following formula was applied, Ratio= Ejarger (“'°™"

Ctsample) || pry (Ctoontrol-Clsampley “\yhere E s the primer efficiency, Ctcontrol and
Ctsample are the cycle numbers where HPRT and the target amplification is

detected above the threshold, respectively

Proteome Profiler™ Array

In order to determine the protein relative levels of some cytokines and
chemokines in TC-1 tumor model, a Mouse Cytokine Array Panel (cat
number ARY006) (Proteome Profiler™ Array, R&D Systems, Minneapolis,
MN) was performed. This array consists of a panel of antibodies spotted in
duplicate onto a nitrocellulose membrane. Protein extracts were obtained
from TC-1 tumors, peritoneal macrophages and 2 populations of myeloid
cells isolated from tumors. These cells were characterized by
CD45+/CD11b+/F4/80+ and CD45+/CD11b+/Gr1+ expression. The assays
were performed according to manufacture instructions. We used a total of 70
ug of each cell lysate for incubation with the membranes. The detection was
performed using the ECL chemiluminescent reagent (GE Healthcare,
Piscataway, NJ). X-ray films were exposed to the membranes for different
periods of time. Densitometry was done to analyze the samples. Saturated
signals were excluded from analyzes. After densitometry the data showed in
figures 3 and 4 correspond to the relative signal from lysate from each

population/relative signal from lysate of peritoneal macrophages. Where
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relative signal = [(target signal duplicate average - background

signal)/positive controls signals average*100].

Chemotaxis assay

Chemotaxis assays were performed using TC-1 and XB2 cells in order to
verify if the monocyte migration through CCL2/MCP-1 is dependent of
HPV16 E6/E7. XB2 are mouse embryonic cells that were transfected with
empty pLXSN retroviral vector or with HPV16 EG6/E7 viral oncogenes.
Chemotaxis assay were conducted using membrane inserts with 5um pores
in 24-well plates (6.5mm Transwell® 5.0um Pore Polycarbonate Membrane
Insert, Corning COSTAR). TC-1 and XB2 cells were plated for 48h in RPMI
medium with 10% FBS. Freshly isolated myeloid cells were obtained from
C57BIl/6 bone marrow using 63,5% Percoll gradient (Percoll Plus, GE
Healthcare, Uppsala). Myeloid cells were placed in the upper chambers of
inserts and the 24-well plates were incubated at 37°C / 5% CO; for 3 hours.
At the end of incubation period, the inserts were removed and myeloid cells,
which had migrated through the membrane to the lower chamber, were
counted manually. Chemotaxis was inhibited by adding anti-CCL2 (clone
123602) (10ug/ml, R&D Systems, MN). The negative controls were medium
alone in the lower compartments of the chambers. All the conditions were

done in triplicate.
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RESULTS

Cytokines and chemokines expression in TC-1 tumors

In  our laboratory we have previously found, by FACS and
immunohistochemistry analyzes, that TC-1 tumors are infiltrated mainly by
CD45+CD11b+F4/80+ cells (macrophages) while T lymphocytes are rarely
found (LEPIQUE et al. 2009). In the present study we observed, by RT?
Profiler PCR Array System analysis, that the infiltrate (CD45+) expresses
high amount of cytokines and chemokines related to immunossupression,
monocytes recruitment and tumor growth. In figure 1 we demonstrated the
expression of cytokines, chemokines and their receptors according to ACt
values obtained from mRNA quantitative analysis. Our data revealed high
CCL2/MCP-1, CCL5/Rantes, CXCL10 and TGF-3 expression by both CD45+
and CDA45- populations. All these molecules are involved in the suppression
of immune response caused by tumor associated macrophages (TAMSs)
(MANTOVANI et al. 2002). In addition, tumor infiltrating leukocytes express
IL-10 and TNF-a (figure 1), both also related to tumor progression (HALAK et
al. 1999; ZINS et al. 2007). In parallel to this study we verified that elevated
levels of IL-10 are strongly associated to suppression of cellular response in
our tumor model (data not shown). Moreover, tumor cells (CD45-) express
low levels CCL3/MIP1-a (figure 1), a chemokine that enhances the trafficking
of effector T cells to tumor site.

It is interesting to note that receptors for all these chemokines cited before,

as CCR1, CCR2, CCR3 and CCRS5, are highly expressed by infiltrating



Cytokines and Chemokines in HPV16 tumor model 76

leukocytes (CD45+). We also observed high levels of IL-1a and IL-1
expressed by tumor infiltrate (figure 1). IL-1 and TNF-a are the most potent
pro-inflammatory cytokines generated by macrophages and responsible to
induce a cascade of other cytokines and molecules involved in the
inflammatory process that frequently accompanies tumor growth. The above
results shown us the complex panel of cytokines, chemokines and their
respective receptors expressed by both cell populations analyzed. Tumor
cells as well as the infiltrating leukocytes produce inflammatory and
immunossupressive molecules which can be contributing to tumor
progression.

In order to complement the data obtained by RT? Profiler PCR Array System
analysis, we performed quantitative real-time PCR for transcripts that we
judged important to analyze in our tumor model. As shown in figure 2, we
verified that MCSF, an important growth factor for monocytes, is increased in
tumor cells (CD45-) while its receptor MCSF-R is highly expressed by the
leukocyte infiltrate (CD45+). This suggests that MCSF expressed by tumor
cells can be strongly associated with dense leukocytic infiltration that
expresses MCSF-R. We also noted high expression of VEGF in TC-1 tumors
(figure 2D). This growth factor is expressed by tumor cells as well as the
infiltrate. As we can see in figure 2C, IL-6, a multifunctional cytokine also
involved in monocyte differentiation (CHOMARAT et al. 2000), is highly
expressed by tumor cells and infiltrating leukocytes in the TC-1 model. We
also analyzed MMP-9 expression, an extracellular protease frequently

involved in angiogenesis and tumor invasion (STETLER-STEVENSON and
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YU 2001). Here we observed MMP-9 highly expressed by tumor infiltrating
leukocytes (figure 2E). This observation can contribute to characterize the
M2 macrophage phenotype present in TC-1 tumors (LEPIQUE et al. 2009).

Furthermore, a proteome array for chemokines and cytokines was performed
in addition to mRNA quantification. For this purpose we isolated two
populations of myeloid cells from TC-1 tumors and analyzed protein extracts
from these cells compared to peritoneal macrophages. In figure 3 we showed
results which confirm that protein analyses are in agreement with mRNA
data. We verified an elevated IL-10 and IL-13 production by myeloid cells
(figure 3A). We also observed CCL2/MCP-1 highly produced by both myeloid
populations as well as by tumor cells (figure 3B). CCL3/MIP-1a and CXCL9
produced by TAMs (CD11b+/F4/80) (figure 3B), and MCSF produced by
CD11b+/Gr1+ cells (figure 4A). In general, the cytokines and chemokines
produced by the myeloid infiltrate may reflect immunosuppression that can

contribute to TC-1 tumor growth.

CCL2/MCP-1 has a role in monocytes migration in response to TC-1
cells

Based on the observation that CCL2/MCP-1 is highly expressed by tumor
cells in our model, we decided to explore the effect of this chemokine in the
recruitment of monocytes/macrophages in response to TC-1 cells. For this
purpose we performed an in vitro chemotaxis assay using neutralizing
antibodies against this molecule. As we can see in figure 5A, there is a

significant reduction in monocyte migration in the presence of anti-CCL2. The
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same result was observed when we analyzed XB-2 cells that contain E6 and
E7 HPV16 (figure 5B). Interestingly it was not possible to observe this effect
in XB-2 cells that not contain the viral oncogenes. Our data suggest a strong
tendency to inhibition of leukocyte migration when CCL2/MCP-1 is inhibited,
suggesting that this chemokine produced by tumor cells may be an important
regulator of monocyte/macrophage recruitment in this model. In K14-HPV/E2
model, the presence of tumor infiltrating macrophages is mediated by

CCL2/MCP-1 (PAHLER et al. 2008).

DISCUSSION

Tumor cells can produce various cytokines and chemokines that attract and
determine the phenotype of leukocytes which influence the local immune
response and frequently control the tumor growth. Infiltrating leukocytes also
produce cytokines in tumor environment that can drive the immune response
to be effective. On the other hand, they can be involved in tumor growth,
invasion and metastasis. The expression of suppressor cytokines like IL-10
and TGF-B has been described in many malignancies (SALAZAR-ONFRAY
et al. 2007). Moreover, chemokines and cytokines, as CCL2/MCP-1, TNF-a
and VEGF are strongly associated with tumor growth, increase of invasion
and angiogenesis (RAMAN et al. 2007). Due to the importance of these
molecules in tumor microenvironment we characterized the profile of
cytokines and chemokines, as well as their receptors, expressed in tumor

cells and infiltrating leukocytes in TC-1 tumor model.
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Our laboratory has been working on the characterization of the leukocyte
population that infiltrates this mouse tumor model. We previously showed
that these cells, represented as the CD45" tumor fraction, are
CD11b"F4/80"Arginase1™ macrophages with M2-like phenotype (LEPIQUE et
al. 2009). These leukocytes express different cytokines, among them IL-10,
IL-18, TNF-a, TGF-B (figure 1) and IL-6 (figure 2C). IL-10 increased
expression in HPV associated lesions has been correlated to disease
progression (BERMUDEZ-MORALES et al. 2008; MINDIOLA et al. 2008).
Moreover, we recently demonstrated that IL-10 has a role in the inhibition of
cellular response in our tumor model (BOLPETTI et al. submitted).

We also observed high levels of IL-13 produced by the infiltrate (figures 1
and 3A). Others studies recently described this cytokine as an important
factor in tumor development (APTE et al. 2006; KRELIN et al. 2007).
Cytokines as TNF-a and TGF- are abundantly expressed in TC-1 tumors
(figure 1), and they are frequently involved in mechanisms of immune
evasion contributing to tumor growth (JARNICKI et al. 2006; ZINS et al.
2007). In addition, our data showed that IL-6 is expressed by tumor cells and
infiltrating leukocytes (figure 2C). IL-6 controls monocyte differentiation by
inducing the increase of MCSF-R on these cells (CHOMARAT et al. 2000). In
fact, the leukocytes present into TC-1 tumors express high levels of this
receptor (figure 2B). Furthermore, IL-6 is capable to up-regulate CCL2/MCP-
1 expression (ROMANO et al. 1997; HESS et al. 2000) which it is also

abundant in TC-1 tumors (figures 1 and 3B).
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The growth factor MCSF is important in promoting monocyte survival and
differentiation. High levels of this molecule have been found in a variety of
neoplasias, (KACINSKI 1995; LIN et al. 2001) and its role in tumor growth
has been also described (KIRMA et al. 2004). MCSF was suggested to
mediate monocyte recruitment to tumor sites and it is associated with the
presence of TAMs into tumors (LEWIS and POLLARD 2006). In our model,
according to LEPIQUE et al. (2009), TAMs are the major component of tumor
infiltrate. Based on this observation, we suggest that elevated MCSF
expression can be associated to the high number of infiltrating TAMs in TC-1
tumors.

In addition, the high expression of chemokines as CCL2/MCP-1 and
CCL5/Rantes induces macrophages to produce MMP-9 (AZENSHTEIN et al.
2002). Here we found high MMP-9 expression by tumor infiltrating leukocytes
(figure 2E). This result contributes to the hypothesis of M2 macrophage
infiltrating the TC-1 tumors (LEPIQUE et al. 2009). Altogether, the
characterization of cytokines and chemokines as well as others molecules
expressed by tumor infiltrate contribute to determine the phenotype of these
cells.

Chemokines, as CCL2/MCP-1 and CCL5/Rantes, highly expressed in TC-1
tumors, are also present in a diversity of malignancies (UENO et al. 2000;
AZENSHTEIN et al. 2002). In our study, mRNA and protein analysis revealed
high levels of CCL2/MCP-1 produced by infiltrating leukocytes as well as
tumor cells (figures 1 and 3B). This chemokine, acting through its receptor

CCR2, which we also detected in the tumor infiltrate (figure 1), induces the
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migration and activation of monocytes and regulate the recruitment of TAMs
into tumors (UENO et al. 2000; LOBERG et al. 2007). Here we show there is
a significant reduction in monocyte migration when CCL2/MCP-1 is blocked
in vitro. Moreover, this effect is dependent of the presence of HPV16
oncoproteins (figure 5B). The role of this chemokine and its receptor in
another cervical tumor model was recently described by PAHLER et al.
(2008). In conclusion, our results suggest that this CCL2/MCP-1 could be an
important factor responsible for the monocyte/macrophage recruitment into
TC-1 tumor.

In summary, our findings show the characterization of the complex panel of
cytokines and chemokines expressed in a tumor model associated to HPV-
16. Here we observed the expression of immunosuppressive cytokines, as
IL-10 and TGF-[3, as well as inflammatory molecules, like TNF-a, IL- 1B and
IL-6. We also detected VEGF and MMP-9, both involved in angiogenesis
process. Chemokines, as CCL2/MCP-1 and MCSF, important to monocyte
migration into tumors were also found in our tumor model. The presence of
these molecules is very important to the understanding of local immune
response, since they could influence the recruitment and the differentiation of
leukocytes into the tumor site. Moreover, it is crucial to determine the
expression of cytokines, chemokines and their receptors, once these
interactions into tumor microenvironment could be involved in
immunosuppression and facilitate tumor growth. Our study contributes to the
characterization of cytokines and chemokines expressed in the

microenvironment in a HPV16 associated tumor model.
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Figure 1
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Expression of cytokines, chemokines and receptors in tumor cells
(CD45-) and leukocyte infiltrate (CD45+) isolated from TC-1 tumors.

Quantitative mRNA analyses were performed using SuperArray RT-PCR. Data is presented
as the ACt values which were calculated according to the following formula: ACt = Ctyg —
Ctuke, Where the Ctyks correspond to the averages of the housekeeping genes (HKG) and
Ctyg correspond to the averages of the target gene (TG). Since the numerical value of the Ct
(threshold cycle) is inversely related to the amount of amplicon in the reaction, the lower the
ACt, the greater the amount of the target transcripts. Thus, based on ACt values (cutoff = 5)
we represented high expression of the target gene in GREEN and low expression in RED.
Undetermined samples are in black. Data were obtained from 3 independent experiments.
Samples were cDNAs obtained from CD45" sorted cells total RNA and from CD45" sorted
cells total RNA.

Figure 2 - Quantitative Real-time PCR analysis.

Quantification of MCSF (A), MCSF-R (B), IL-6 (C), VEGF (D) and MMP-9 (E) expression in
total TC-1 tumors (white bars), CD45" (dark gray bars) and CD45 (black bars) tumor
fractions compared to mRNA from TC-1 cells maintained in vitro (light gray bars). The
graphs illustrate the fold induction of the target gene expression in each sample compared to

TC-1. The relative expression ratio was calculated based on AACt method.

Figure 3 - Proteome array analysis.

Protein relative levels of some cytokines (A) and chemokines (B) were analyzed by Mouse
Cytokine Array Panel (Proteome Profiler’™ Array, R&D Systems. Protein expression
analyzes of the indicated populations compared to peritoneal macrophages. Samples
obtained from total TC-1 tumors (white bars), CD45+/CD11b+/F480+ cells (black bars) and
CD45+/CD11b+/Gr1+ cells (gray bars) were analyzed after densitometry. Data correspond to
the ratio: relative signal from lysate from each population / relative signal from lysate of
peritoneal macrophages. Where relative signal = [(target signal duplicate average—

background signal)/positive controls signals average*100].
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Figure 4 - Proteome array analysis of some lineage stimulating factors (A)

and inflammation related molecules (B).

Protein relative levels were analyzed by Mouse Cytokine Array Panel (Proteome Profiler™
Array, R&D Systems. Protein expression analyzes of the indicated populations compared to
peritoneal macrophages. Samples obtained from total TC-1 tumors (white bars),
CD45+/CD11b+/F480+ cells (black bars) and CD45+/CD11b+/Gr1+ cells (gray bars) were
analyzed after densitometry. Data correspond to the ratio: relative signal from lysate from
each population / relative signal from lysate of peritoneal macrophages. Where relative
signal = [(target signal duplicate average— background signal)/positive controls signals

average*100].

Figure 5 - Inhibition of monocyte migration is associated to the presence of
HPV16.

A: Chemotaxis assay showing monocyte migration in response to TC-1 cells. B: Chemotaxis
assay showing monocyte migration in response to XB-2 cells. These XB-2 cells were
analyzed in order to verify the role of viral oncoproteins E6 and E7. C-: negative control/
medium alone; NT: non-treated cells; IgG: cells treated with rat IgG (10ug/ml); anti-CCL2:
cells treated with the neutralizing antibody anti-CCL2/MCP1 (5ug/ml). XB2 pLXSN: XB2
cells containing pLXSN insert; XB2 E6E7: XB2 cells containing HPV16 E6 and E7 insert.
Each condition was performed in triplicate. It is a represented graphic from 3 independent
experiments. Statistical analysis was performed using t test and p value <0.05 was

considered significant.
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5.7 APRESENTACAO DO MANUSCRITO 2:
IL-10 PRODUCTION BY TUMOR INFILTRATING MYELOID CELLS

PLAYS A ROLE IN HPV16 TUMOR GROWTH

Nosso estudo de expressao de citocinas em diferentes populagdes de
tumores TC-1 mostrou que IL-10 é expressa por células mieldides que
infiltram estes tumores. Dados publicados do nosso laboratério mostram que
0s macrofagos associados a estes tumores tém papel na supressdo da
resposta celular anti-tumoral. Dadas as fungdes biologicas de IL-10, nos
decidimos testar a hipétese de que IL-10 tem papel no mecanismo de
supressdo da resposta de células T desencadeada por macrofagos
associados aos tumores TC-1.

Neste estudo, observamos que os tumores TC-1 crescem mais
lentamente em animais deficientes para IL-10, resultado confirmado em
animais cujo efeito de IL-10 foi bloqueado com anticorpos neutralizantes.
Além disso, demonstramos que IL-10 inibe a resposta imune mediada por
linfocitos T CD8+, uma vez que na auséncia desta citocina observamos
células T CD8+ efetoras infiltrando os tumores TC-1. Estes resultados
sugerem que IL-10 exerce um papel importante no controle da resposta

imune em modelo de tumor associado ao HPV16.
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ABSTRACT

Tumor infiltrating leukocytes have a relevant role in tumor fate. Depending on
the tumor type, infiltrating leukocytes differentiate in suppressor cells,
inhibiting anti-tumor T cell responses. Cytokines are part of the signaling that
mediate this process, IL-10, for instance. In Human Papillomavirus (HPV)
associated lesions a positive correlation was found between lesion grade and
IL-10 mRNA expression.

Here we used a HPV animal tumor model, TC-1, to study the role of IL-10 in
the immune response against HPV16 E6 and E7 expressing tumor cells.
While TC-1 cells do not express or respond to IL-10, they recruit leukocytes
which, within the tumor environment, produce this cytokine.

In IL-10 deficient mice or wild type mice treated with neutralizing antibodies
against IL-10 and IL-10R, tumor growth was diminished in parallel with an
increase in tumor infiltration by HPV16 E7 specific CD8 lymphocytes.
Infiltrating CD8 cells expressed Granzyme B and Perforin, indicating
cytotoxic activity. At the same time, we observed that upon antigen
stimulation less T cells were observed in lymph node cultures from IL-10R
neutralizing antibody treated mice than from control mice.

Our data shows that E6/E7 expressing tumor cells recruit myeloid cells,
which produce IL-10 thus inhibiting anti-tumor T cell responses. These
results explain for the first time the mechanism behind the epidemiological
data that linked enhanced IL-10 expression with HPV associated lesion

progression.
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INTRODUCTION

High risk human papillomavirus, HR-HPV, is the main etiologic factor for
cervical cancer and for a percentage of other anogenital and oropharyngeal
tumors (International Agency for Research on Cancer-IARC 2007).

Immune responses against HPV antigens eliminate most of the infections
and precursor lesions in women. Moreover, only a percentage of the infected
women show persistent infection that leads to malignant disease
(SCHLECHT et al. 2001, 2003). The virus display several mechanisms for
evading the host’'s immune system, for example: maintenance of low viral
protein levels in the cell, expression of capsid proteins only in external layers
of the epithelium and therefore out of reach of antigen presenting cells
(TINDLE 2002), inhibition of interferon responsive element (PARK et al.
2000; UM et al. 2002), and production of regulatory cytokines like TGFf
(HAZELBAG et al. 2004; XU et al. 2006). One cytokine which expression has
been associated with HPV related disease is IL-10 (CHOPRA et al. 1997;
CLERICI et al. 1997; JACOBS et al. 1998). IL-10 is a pleiotropic cytokine
produced by myeloid cells and lymphocytes that displays both
immunoregulatory and immonostimulatory effects (SALAZAR-ONFRAY et al.
2007). IL-10 inhibits the production of other cytokines such as Interleukin-2
(IL-2), Interferon y (IFNy), Interleukin-12 (IL-12), Tumor Necrosis Factor o
(TNFa) and it is also associated to Major Histocompatibility Complex-lI (MHC-
I) downregulation (MATSUDA et al. 1994; PETERSSON et al. 1998) resulting

in reduction of Th1 response. Different studies have reported increased IL-10
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serum levels in patients with melanoma (SATO et al. 1996) and other solid
tumors (FORTIS et al. 1996), as well as the expression of IL-10 by tumor
cells (BELLONE et al. 1999; HERBEUVAL et al. 2004; TODARO et al. 2006).
In cervical cancer patients, IL-10 is the only cytokine secreted by regulatory
CD4 lymphocytes stimulated with HPV antigens (de JONG et al. 2004).
Higher expression of IL-10 in cervical tissue correlates with higher grade
lesions (AZAR et al. 2004; BERMUDEZ-MORALES et al. 2008; MINDIOLA et
al. 2008). Furthermore, polymorphisms in IL-10 gene promoter have been
associated with susceptibility to precursor lesions associated to HPV
infection as well with infection clearance (ZOODSMA et al. 2005;
SHRESTHA et al. 2007).

Tumor associated macrophages and myeloid derived suppressor cells
express IL-10, among other cytokines, as part of the mechanism of
suppression of T cell anti-tumor responses (MANTOVANI et al. 2002; SICA
and BRONTE 2007). Interestingly, increased numbers of macrophages per
lesion area have been associated with higher grade cervical disease
(HAMMES et al. 2007; MAZIBRADA et al. 2007; KOBAYASHI et al. 2008).
Our laboratory has been investigating the role of tumor associated myeloid
cells in the HPV16 mouse tumor model, TC-1. We have previously shown
that TC-1 tumors are infiltrated mainly by CD45+CD11b+F4/80+Arginase1+
macrophages, as well as some CD45+CD11b+Gr1+ cells (LEPIQUE et al.
2009). In the present study we tested the hypothesis that IL-10 is part of the
mechanism by which tumor infiltrating macrophages inhibit anti-tumor T cell

activity (KOBAYASHI et al. 2008). We injected TC-1 cells in IL-10 deficient
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mice or mice treated with anti-IL-10 and anti-IL-10R neutralizing antibodies.
In these mice, tumors exhibited a slower growth kinetics and higher
infiltration by CD4 and CD8 lymphocytes, including E7 HPV16 specific CTL
Perforin+ cells. Furthermore, we observed that IL-10 is necessary for the
expansion of B cells in the lymph nodes of tumor bearing mice. Altogether,
our results indicate that suppression of T cell anti-tumor response is a key
element in the mechanism by which high IL-10 expression is associated to

cervical higher grade lesions.

MATERIALS AND METHODS

Mice and cell lines:

C57BI/6 and C57BI/6 IL-10™<9" (B6.129P2-1110™°9"/J #002251) mice
(KUHN et al. 1993) were maintained in standard mouse facility at the
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo (Ribeirdo Preto, SP,
Brazil) with irradiated food and autoclaved water, with cycles of light and dark
of 12 hours.

Alternatively, C57BI/6 mice used for the neutralizing antibodies assays were
maintained at the Ludwig Institute for Cancer Research mouse facility in spf
(specific pathogen free) conditions. All mouse protocols were approved by
the Ethics Committee for Animal Experimentation of Fundacdo Antdnio
Prudente, Sao Paulo, Brazil, protocol 05/05.

TC-1 cell line was kindly donated by Dr. TC Wu (John Hopkins, Baltimore,

MD). This cell line is derived of lung epithelium transformed with HPV16 E6
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and E7 oncogenes and Ha-ras (LIN et al. 1996). These cells were cultivated
in RPMI supplemented with 10% bovine fetal serum and 400 pg/ml Neomicin

(Invitrogen, Carlsbad, CA) in incubators with atmosphere of 5% CO..

Tumor formation:

TC-1 cells were suspended in PBS™ (1mM CaCl,, 0.5mM MgCl,) at a
concentration of 10°cells/100u! of suspension. Each mouse was injected
with 10° TC-1 cells subcutaneously in the right dorsal flank. Tumor formation

and size was measured with a caliper until a maximum diameter of 1.5 cm.

Neutralizing antibody treatment:

Mice received intraperitoneal doses of 10ug of anti-IL-10 antibody (mAb417
R&D Systems, Minneapolis, MN) alternated with intraperitoneal doses of
10ug of anti-IL-10R antibody (AF-474-NA, R&D Systems, Minneapolis, MN)
spaced by 4 days. The first dose was given in the same day as the TC-1
cells injection and it was a double dose of anti-IL-10 and anti-IL-10R. Doses
were determined according to the antibody activity information given by the
manufacturer. Alternatively, mice were treated with 500ug of protein G
purified anti-IL10R clone 1B13a. As controls, mice were treated with equal
amounts of rat IgG catalog number AB 108-C (R&D Systems, Minneapolis,

MN) or catalog number 14131 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
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Cell preparations:

All cell preparations were performed in 1x Hanks’ buffered saline solution
supplemented with 5% fetal bovine serum and 0.5U/ml DNase.

For tumor preparations, these were harvested after mouse euthanasia, a
fraction was frozen in Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek Europe, NL) for
immunofluorescence studies, the rest of the tumor was minced and digested
in 100ug/ml Collagenase under agitation at 37°C. The cell suspension was
filtered through a 70um mesh and washed twice before use. Spleen and
lymph node suspensions were made by mechanical dissociation of the tissue
and filtration through nylon mesh. Splenocytes were submitted to hypotonic
cell lyses to eliminate red cells. Peritoneal macrophages were harvested after
mouse euthanasia; by injecting 5 ml ice cold PBS into the peritoneal cavity
and aspiration of the solution containing the resident cells. After
centrifugation, cells were ressuspended in Hanks’ buffer, counted and used

for macrophage sorting.

FACS analyzes:

Single cell suspensions were incubated with the antibodies indicated in each
figure. Tumor and spleen suspensions were blocked with Fc ligand
(CD16/CD32, clone 2.4G2) (BD Biosciences, San Diego, CA) before
incubation with the specific antibodies. The antibodies used in this work were
anti-CD4 (cloneGK1.5), anti-CD8 (clone 53-6.7), anti-Gr1 (clone RB6-8C5),
anti-CD11b (clone M1/70), anti-CD19 (clone 1D3), anti-CD45 (clone 30-F11)

purchased from BD Biosciences (San Diego, CA), PE-Cy5.5 conjugated
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F4/80 (clone BM8) and APC conjugated anti-Perforin were purchased from
eBiosciences (San Diego, CA). MHC-| tetramers containing the HPV16
E749-57 epitope or an irrelevant peptide were a kind donation from Dr.
Immanuel Luescher and Dr. Philippe Guillaume (Ludwig Institute for Cancer
Research, Lausanne, Switzerland). The Iymphocyte populations were
analyzed after gating on the CD45"F4/80" compartment. Cells were analyzed
in a FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA). The number of acquired
events is indicated in the figure legends. For cell cycle analyzes, TC-1 cells
were harvested by tripsinization, fixed in 4% buffered formaldehyde and
incubated in a buffer containing 0.1% (v/v) Triton X-100, 0.2mg/ml RNase
(DNase free) (Sigma, St Louis, MO) and 10ug/ml propidium iodide (BD
Biosciences, San Diego, CA) for 15 min at 37°C with gentle agitation. Cells
were subsequently washed and analyzed in a FACSCalibur (BD Biosciences,

San Diego, CA).

Cell sorting:

CD45" cells were sorted from total tumor suspensions by positive selection
after incubation with biotin conjugated anti-CD45 and streptavidin conjugated
magnetic beads (Miltenyi Biotec, Germany) and loading in columns exposed
to magnetic field (MACS LS+ Separation Columns) (Miltenyi Biotec,
Germany). The negative fraction was used as CD45  population for RNA
expression analyzes. In general we obtained 95% pure cells with at least

90% viability.
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Peritoneal macrophages were sorted from the peritoneal resident cells by
positive selection with purified anti-F4/80 antibody, followed by anti-rat PE
and isolation using the EasySep anti-PE magnetic beads (Stem Cell
Technologies, Vancouver, CA).

For protein expression experiments, tumors were digested as described
before, and single cell suspensions were blocked with Fc blocking reagent
and stained with FITC conjugated anti-CD11b, PE conjugated anti-Gr1,
PECy5.5 conjugated anti-F4/80 and APC conjugated anti-CD45. Populations
CD45+CD11b+F4/80+ or CD45+CD11+Gr1+ were sorted in a FACSCalibur
(BD Biosciences, San Diego, CA). These sortings resulted in populations
with 90-95% viability, approximately 90% purity for the F4/80+ population,
which is the most abundant in the tumors, and approximately 80% purity for

the Gr1+ population.

Lymphocyte ex-vivo cultures:

Total cell suspensions from peripheral lymph nodes were seeded in 24 well
culture dishes, 10° cells/well in 10% fetal bovine serum and stimulated with
15 ug/ml each HPV16 E749-57 peptide and HPV16 E6 . After 5 days of
incubation, cells were harvested, stained with anti-CD4 (cloneGK1.5), anti-
CD8 (clone 53-6.7), fixed and stained with anti-Foxp3 (clone FJK-16S) using
the FITC anti-rat/mouse Foxp3 staining set (eBioscience, San Diego, CA).
Cells were analyzed by flow cytometry, when 100000 events were acquired

for posterior analyzes.
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RNA analyses:

Cytokine expression analyses were performed by RT-PCR using RNA
obtained from tumors collected 20 days post injection of TC-1 cells. Total
RNA was extracted from infiltrating leukocytes (CD45") and tumor cells
(CD45") using the RNeasy mini kit (Qiagen, Germany) according to the
manufacture’s recommended protocol. cDNA synthesis was performed using
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, Calrsbad, CA), oligo-dT and
random primers, according to the manufacturer recommendation. We used
50ng of cDNA in each amplification reaction. Expression of the constitutive
gene HPRT was used as internal control. Amplified fragments were resolved
in 1% agarose gels stained with 0.5ug/ml ethidium bromide (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO).

Quantitative Real-time PCR analyses for IL-10 expression were done in
CD45" and CD45 cells isolated from TC-1 tumors. The reaction was
performed in an ABI 7300 detection system (Applied Biosystems, Foster City,
CA) with SYBR Green Mastermix (Applied Biosystems, UK) and specific
primers for IL-10 (Forward CCCTGGGTGAGAAGCTGAAG and Reverse
CACTGCCTTGCTCTTATTTTCACA) and GAPDH (Forward
GGGCTGGCATTGCTCTCA and Reverse TGCTGTAGCCGTATTCATTGT).
The relative quantification of IL-10 in comparison to a reference gene
(GAPDH) was determined as described (PFAFFL 2001). The relative
expression ratio was calculated based on Real-time PCR efficiency and the

crossing points for the IL-10 and GAPDH transcripts. The following formula

(Ctcontrol-Ctsample (thontroI-CtsampIe)

, Where E is

was applied, Ratio= E_.1o )| Ecapon
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the efficiency, Ctcontrol and Ctsample are the cycle numbers where GADPH
and IL-10 amplification is detected above the threshold, respectively.

In order to analyze a panel of genes involved in the inflammatory response in
our tumor model, Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors RT? Profiler
PCR Array System (PAMM-011A) were used (SABiosciences Corporation,
Frederick, MD). RT? Profiler PCR Array System analysis was performed
using cDNA obtained from total RNA of CD45" and CD45 sorted cells.
Samples of cDNA were synthesized with M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA), oligo-dT primer (IDT) and random primers. The
reactions were performed on an ABI Prism 7300 sequence detection system
(Applied Biosystems, Foster City, CA) using SYBR Green Mastermix
(Applied Biosystems, UK). The mRNA expression levels were calculated as
the ratio of the Ct averages of the housekeeping genes (HKG) and the Ct
averages of the target gene (TG), where Ct (Cycle threshold) is the number
of amplification cycles required for detection of fluorescence in a given cDNA
sample. The amplification efficiencies of the targets (TG) and references
(HKG) displayed no significant differences (data provided by SABiosciences

Corporation, Fredrick, MD).

Immunohistochemistry:

Ice-cold acetone fixed 5um cryo-sections were blocked with 5% fetal bovine
serum in PBS for 30 min at room temperature prior to incubation with
biotinylated primary antibodies. The ABC Vectastain kit (Vector

Laboraboratories, Burlingame, CA) was used for antibody detection, followed
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by Mayer's hematoxylin counterstaining and slide mounting in Permount
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Images were obtained with an 1X70
Olympus fluorescence microscope (Olympus, Corp. Tokyo, Japan), a DP70

Olympus camera, using its own software.

Immunofluorescence:

Acetone/methanol (2:1 v/v) fixed 5um cryo-sections were blocked with 5%
fetal bovine serum in PBS for 30 min at room temperature prior to incubation
with primary antibodies. Anti-CD8 antibody (clone 53-6.7, BD Biosciences,
San Diego, CA), was incubated for 30 min after blocking. Tetramers (a kind
donation from Dr. Luescher laboratory, Ludwig Institute for Cancer Research,
Lausanne, Switzerland) were incubated for 2 hours at room temperature.
Tissue was counter-stained with 4’6-diamidino2-phenylindole (DAPI) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO). For Granzyme B staining, sections were fixed in
4% formaldehyde after anti-CD8 staining and washing, washed, blocked and
permeabilized with 5% FBS, 0.5% Triton X-100, 1mg/ml rat IgG. Anti-
Granzyme B (clone 16G6, eBiosciences, San Diego, CA) was incubated for
30 min at room temperature, followed by counter-staining with DAPI. Slides
were mounted with Prolong (Invitrogen, Carlsbad, CA). Images were
obtained with a BX61 Olympus fluorescence microscope (Olympus, Corp.

Tokyo, Japan), a DP70 Olympus camera, using its own software.
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Cytokine proteome array:

To characterize IL-10 expression in different tumor populations, we used the
Cytokine proteome array kit (R&D Systems, Minneapolis, MN).
CD45+CD11b+F4/80+ and CD45+CD11b+Gr1+ populations, as well as
F4/80+ peritoneal macrophages and total tumor suspension were lysed
according to the manufacturer’s instructions. We used a total of 70ug of each
cell lysate for incubation with the membranes where antibodies against
cytokines were immobilized. After incubation, washing and incubation with
the secondary antibody, detection was performed using the ECL
chemiluminescent reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ). X-ray films
were exposed to the membranes for different periods of time. Saturated

signals were excluded from analyzes.

Cell cycle analyzes:

TC-1 cells were seeded in a density of 5x10* cells/well in 24 well plates in
10% calf serum supplemented RPMI. Cells were treated with 0 to 300 ng/ml
of IL-10 for 4 days, after which cells were harvested by trypsinization. After
washing in phosphate buffered saline (PBS), cells were fixed with 3.7%
buffered formaldehyde for 24 hours at 4°C. Cells were washed twice with
PBS and incubated for 45 min at 37°C in a 0.1% (v/v) Triton X-100, 200ug/ml
DNase free RNase A (Sigma, St Louis, MO), 10ug/ml propidium iodide (BD
Biosciences, San Diego, CA). Cells were washed once before acquisition in a

FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA).
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Statistical analyses:
Tumor growth kinetics experiments were tested by Mann-Whitney. Data from
all other experiments were tested by t-test. In all cases, p<0.05 was

considered significant.

RESULTS

Leukocytes infiltrating TC-1 tumors express IL-10

TC-1 cells express E6 and E7 from HPV16 (LIN et al. 1996). These two
proteins are responsible for the maintenance of the transformed phenotype of
HPV associated tumor cells, as well as for most of the immune evasion
mechanisms displayed by these tumors (TINDLE 2002). TC-1 cells injected
into C57B/6 mice form tumors within 10 days after injection (Fig. 1A).
Histological analysis of these tumors showed leukocyte infiltrate distributed
all over the tumor area (Fig. 1B). This result was confirmed by
immunohistochemistry showing CD45+ cells, that represent the total
leukocyte population, distributed thoughout the tumor (Fig. 1C, left panel).
We also observed that most of the infiltrate is of myeloid origin, CD11b+ cells
(Fig. 1C, middle panel). No T cells, identified by anti-CD3, were found in TC-
1 tumors by this method (Fig. 1C, right panel). CD11b+ tumor infiltrating cells
may correspond to a number of populations from myeloid derived suppressor
cells (MDSC) or tumor associated macrophages (SICA and BRONTE 2007),

or even granulocytes. Data from our laboratory indicate that most of these
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cells are tumor infiltrating macrophages with a M2-like phenotype (LEPIQUE
et al. 2009).

Tumor inflammatory infiltrate may contribute to tumor fate and immune
responses against tumors (MANTOVANI et al. 2002; SALAZAR-ONFRAY et
al. 2007; SICA and BRONTE 2007). Aiming to characterize the tumor
microenvironment and how the tumor infiltrating population influences the
anti-tumor immune responses, we analyzed cytokine expression in the
CD45+ and CD45- tumor cell populations. Initially, we investigated mRNA
expression of cytokines by RT-PCR. We observed that TGFB and M-CSF
are expressed by both CD45 tumor cells as by the CD45" infiltrate. Other
cytokines were exclusively expressed by the leukocyte infiltrate: IL-10, TNFa
and IFNy (Fig. 2A). To quantify IL-10 expression, RNA samples from total
tumor tissue, CD45" and CD45" sorted cells were analyzed by real time PCR.
Compared to the IL-10 expression in the total tumor population, CD45" cells
produced 700 times more IL-10 mRNA than CD45 cells (Fig. 2B).
Accordingly, using the SuperArray RT-PCR platform, we observed higher
expression of IL-10 and its receptors chains correspondent mRNAs in CD45"
than in CD45" cell samples (Fig. 2C). Other genes that were more expressed
in CD45" cells than in CD45™ cells were: Integrin aM (ITGAM), TNFa and
TNF receptor b (TNFRsf1b). TGFB and TNFRsf1a displayed high expression
in both tumor cell compartments, while IL-4 and IFNy had low expression
levels (Fig. 2C).

Our tumor model is infiltrated by at least 2 myeloid populations:

CD11b+F4/80+ macrophages, for now on named TAMs (tumor associated
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macrophages), and CD11b+Gr1+ cells (LEPIQUE et al. 2009). We sorted
both these populations and compared the IL-10 protein expression in each of
them and the total tumor suspension with the IL-10 expression in peritoneal
macrophages. We observed that TAM expresses 2 fold and CD11b+Gr1+
cells express 3 fold more IL-10 than peritoneal macrophages, respectively
(Fig. 2D). As a control, we used the expression profile of CXCL11. This
chemokine is expressed by total tumor cells and CD11b+Gr1+ cells in the
same levels as peritoneal macrophages. TAM on the other hand, express 3.3
fold less CXCL11 than peritoneal macrophages (Fig. 2E). Although
CD11b+Gr1+ cells express more IL-10 than the TAM population, we must
consider that the TAM population is 5 times more frequent in TC-1 tumors
than the CD11+Gr1+ cells, and therefore must account for the main IL-10
production in this site.

Our cytokine expression data indicate that TC-1 tumors infiltrating myeloid
cells display a mixed cytokine profile including pro-inflammatory cytokines

like TNFa, as well as potentially suppressive cytokines like IL-10 and TGFp.

IL-10 facilitates tumor growth

As the myeloid cells that infiltrate TC-1 tumors express IL-10 and are capable
of inducing regulatory phenotype on T lymphocytes (LEPIQUE et al. 2009),
we asked whether IL-10 plays a role in tumor growth and tumor infiltrating
populations.

We injected TC-1 cells in IL-10 deficient mice or mice treated with

neutralizing antibodies against IL-10 and/or IL-10R (same effect was
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observed treating mice with alternate doses of 10ug of anti-IL-10 and anti-IL-
10R from R&D Systems or doses of 500ug of the anti-IL-10R 1B13a
monoclonal antibody purified in our laboratory). TC-1 tumor growth kinetics in
IL-10 knockout mice was significantly slower than in wild type mice (Fig. 3A).
At the same time, we observed that the tumors had a high number of
CD11b+ infiltrating cells, which did not reflect an increase in numbers of TAM
or CD11b+Gr1+ cells (Fig. 3B). Similarly, in mice treated with anti-IL10/anti-
IL-10R or only anti-IL-10R antibodies, tumors also displayed a slower growth
ratio than in controls. In Fig. 3C, we can observe the averages of tumor
volumes from mice of each group at 18 days post TC-1 cell injection. One
important observation from this result is the partial effect that the irrelevant
IgG had on tumor growth. When comparing the correspondent time point in
the tumor growth kinetics on Fig. 3A with the tumor volumes from Fig. 3C we
observed a significant difference in tumor volumes comparing wild type mice
and mice treated with irrelevant IgG. This effect seems to be a non-specific
one since it does not reflect an increase in infiltration of tumors by specific
lymphocytes or decrease of regulatory T cells by specific antigens as shown
bellow. We did observe an accumulation of Gr1+ cells in the peripheral tumor
area, and among these cells, some which clearly had granulocyte nuclear
morphology (Supplem. Fig. 1B, arrow). We believe the injection of a foreign
immunoglobulin might be activating the innate immune response and causing
a non-specific effect on tumor growth.

In mice treated with neutralizing anti-IL-10/IL10-R antibodies, we also

observed an increase in myeloid cells in the tumors when compared to
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controls (Fig. 3D). In this case, CD11b+ cells were concentrated in the tumor
periphery (Supplem. Fig. 1A green stained cells), while CD11b+Gr1+ cells
(yellow stained cells, due to co-localization) were migrating to the center of
the tumor (Supplem. Fig. 1A, arrow). In irrelevant IgG treated mice, most
CD11b+Gr1+ cells (yellow stained cells) were concentrated in the tumor
periphery (Supplem. Fig. 1A). In these mice, we also observed an increase in
the CD11+F4/80+ macrophage population (Fig. 3D). The distribution pattern
of this population was the same in all conditions tested (Supplem. Fig. 1C).

IL-10 does not have any effect on TC-1 proliferation (Supplem. Fig. 2).
Therefore the inhibition of tumor growth should be due to the lack of the

suppressive effect that IL-10 may have on anti-tumor immune responses.

IL-10 decreases anti-tumor antigen T cell responses

IL-10 has the potential to suppress CD8 T cell responses (LOSER et al.
2007; BISWAS et al. 2007, 2008) and induce regulatory phenotype in T cells
(GROUX et al. 1997). We next asked whether the decrease in tumor growth
in IL-10 deficient mice or mice treated with neutralizing anti-IL-10/IL-10R had
any effect on lymphocyte populations.

First, we observed a significant increase in CD4 and CD8 cell numbers in
tumors from IL-10 deficient mice and mice treated with ant-IL-10/IL-10R
neutralizing antibodies. In IL-10 deficient mice, there was 3.6 fold more CD4
lymphocytes and 4.2 fold more CD8 lymphocytes than what was found in
tumors growing in wild type mice, and a decrease of 3.5 fold in the B cell

population in the same tumors (Fig. 4A, asterisks indicate significant
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differences between wild type and IL-10 deficient mice). In mice treated with
anti-IL-10/IL-10R neutralizing antibodies compared to controls, we observed
a 5 fold increase in the CD8 infiltrating cells specific for the E749.57 peptide
(Fig. 4B), an epitope previously described as the immunodominant epitope
presented by TC-1 cells in the MHC-I context. Approximately 2 fold increase
in the number of double positive CD8 Perforin+ E7+ T cells was observed in
the IL-10R neutralized mice compared to controls (Fig. 4B), indicating that
the absence of IL-10 signaling enhances tumor infiltration by potentially
cytotoxic T cells. These results were confirmed to some extent by staining
tumor cryo-sections with tetramers and anti-CD8 and anti-Granzyme B
antibodies. Figures 4C and 4E show CD8 and tetramer staining for IL10
deficient mice and mice treated with anti-IL10/IL-10R, respectively. And
Figures 4D and 4F, show the same tumors stained with anti-CD8 and anti-
Grazyme B. As observed previously, whenever IL-10 activity was blocked,
we observed more CD8 E7 specific T cells infiltrating the tumors (Fig. 4C and
E, arrowheads), while some non-specific T cells were also detected (Fig. 4C
and E, arrows). We did not observe binding of tetramer loaded with an
irrelevant peptide to any of the tumors. Granzyme B expression, another
marker of cytotoxic activity, was higly detected in tumors from mice which IL-
10 signaling was blocked (Fig. 4D and 4F, arrows).

These results indicate that lymphocytes migrate to TC-1 tumors when IL-10
signaling is blocked. Whether the migration is due to altered chemokine

expression or simply activation of T cell responses was our next question.
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Using E7 and E6 peptides as antigens, we observed that stimulated
lymphocytes from mice treated with irrelevant IgG or wild type mice with TC-1
tumors had a higher proportion of Foxp3+CD4+ and Foxp3+CD8+ cells than
mice treated with anti-IL-10R antibody (Fig. 5A and 5B). Foxp3 is a marker of
regulatory lymphocytes, which function is to inactivate effector T cells. Our
results indicate that, at least in part, IL-10 facilitates tumor growth by inducing
T cell regulatory phenotype and therefore inhibiting T cell anti-tumor activity.

As mentioned before, less B cells infiltrate tumors of IL-10 deficient mice. We
observed that draining lymph nodes of mice with TC-1 tumors have a lower
T/B cell ratio than naive mice. When IL-10 is neutralized, the T/B cell ratio in
the lymph nodes is similar to the observed ratios in the naive mice (Fig. 5C),
an indication that IL-10 may have a role in the proliferation and homing of B

cells.

DISCUSSION

Several factors influence tumor fate, among them the immune responses
against tumor antigens. In the case of tumors caused by viruses, viral
antigens may be recognized by the host. However, viruses as well as tumor
cells display several mechanisms of immune evasion. Among them, the
expression of suppressor cytokines like IL-10 has been described in many
malignancies (SATO et al. 1996; FORTIS et al. 1996), including tumors and
tumor precursor lesions associated to HPV (AZAR et al. 2004; BERMUDEZ-

MORALES et al. 2008; MINDIOLA et al. 2008). Our laboratory has been
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working on the characterization of the leukocyte population infiltrating the
mouse tumor model TC-1. Previous work from our laboratory show that most
of the TC-1 tumor infiltrating leukocytes are M2-like macrophages and that
depletion of this population inhibits tumor growth and enhances anti-tumor
responses (LEPIQUE et al. 2009). In HPV associated tumors a positive
correlation between macrophages and lesion progression was established in
different studies (HAMMES et al. 2007; MAZIBRADA et al. 2007;
KOBAYASHI et al. 2008).

In this work, we show that the CD45" tumor fraction expressed different
cytokines, among them IL-10, TNFa and TGFpB. TC-1 tumor cells expressed
TGFp, but not IL-10. The correlation between IL-10 increased expression and
HPV associated lesions progression to high grade lesions have been well
described in the literature (CHOPRA et al. 1997; JACOBS et al. 1998;
CLERICI et al. 1997; AZAR et al. 2004; BERMUDEZ-MORALES et al. 2008;
MINDIOLA et al. 2008). However, the cellular and molecular mechanisms
underlying this correlation have not been characterized until now. Due to the
described roles of IL-10 in the literature, like suppression of CD8 function
(HALAK et al. 1999; RANKIN et al. 2003; BISWAS et al. 2007) and increase
in B cell proliferation (HAGENBAUGH et al. 1997; NIMMERJAHN e
RAVETCH 2007), as well as evidence from our laboratory described above,
we decided to investigate if this cytokine is part of the immune evasion
mechanism displayed by E6/E7 transformed cells.

In this study, we observed a decrease of tumor growth in mouse models

where IL-10 signaling was blocked: IL-10 deficient mice or mice treated with
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anti-IL-10/anti-IL-10R neutralizing antibodies. Prolonged survival and a
decrease in tumor development were observed in other in vivo models using
IL-10 deficient animals (HALAK et al. 1999; RANKIN et al. 2003). Moreover,
transgenic mice expressing IL-10 show accelerated tumor growth that can be
diminished by IL-10 neutralizing antibody (HAGENBAUGH et al. 1997). We
realize that the TC-1 cell line is transformed with high risk HPV16 oncogenes
E6/E7 and EJ-ras (LIN et al. 1996). Ras-associated tumors may induce IL-10
expression as a form of immune evasion. Indeed, this seems to be the case
of some colon cancers (HERBEUVAL et al. 2004). On the other hand, thyroid
tumors, which frequently display mutation in ras, respond to an autocrine IL-
10 signalization loop where tumor cells secrete and proliferate in response to
IL-10 (TODARO et al. 2006). Moreover, in colon cancer, although there is a
discussion in the literature, IL-10 may be used as therapy once it could
counter-act the action of pro-inflammatory cytokines that cause chronic
inflammation leading to cancer (KOKURA et al. 2005). In our model, TC-1
cells do not secrete or proliferate in response to IL-10. Therefore the role IL-
10 plays on TC-1 tumor growth is probably associated to the regulation of
immune responses and its source, as demonstrated in this work, are the
myeloid cell.

In parallel to a reduction in tumor growth, we observed in IL-10 deficient mice
or mice treated with anti-IL-10/anti-IL-10R neutralizing antibodies that there
was an increase tumor infiltration by CD4 and CD8 lymphocytes, which were
rare in tumors from control wild type mice. Importantly, there was a

significant increase in CD8 E7 specific cells with a cytotoxic phenotype in
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mice that had the IL-10 signaling blocked compared to controls. When
stimulated with E6 and E7 peptides, lymphocytes from control mice had
higher proportion of Foxp3 regulatory cells than lymphocytes from mice with
the IL-10 signaling neutralized. This result indicates that IL-10 suppresses T
cell activity by inducing a regulatory phenotype on CD4 and CDS8
lymphocytes. It does not, however, rule out a possible effect on tumor
microenvironment that would facilitate T cell recruitment. In fact, we observed
a significant increase in the CD11b+ myeloid population in IL-10 deficient
mice and mice treated with anti-IL-10/IL-10R neutralizing antibodies when
compared to controls. In mice treated with neutralizing antibodies the single
positive CD11b+ population accumulated in the periphery of the tissue, while
double positive CD11b+Gr1+ cells infiltrated areas in the center of the
tumor.Interestingly, in mice treated with irrelevant IgG, where we observed
the CD11b+Gr1+ cells in the periphery of the tissue as expected, some cells
had the nuclear phenotype of polymorphonuclear cells. It is possible that
irrelevant 1gG treatment could activate innate immune responses leading to
the partial decrease of tumor growth associated to tumor infiltration by cells

like neutrophils.

In HPV16 tumor models, a role for CCL2 in the recruitment of macrophages
for the tumor site was described by PAHLER et al. (2008). In our laboratory,
using a keratinocyte cell line expressing HPV16 E6/E7 and its parental cell
line, we were able to show that the CCL2 effect on myeloid cell recruitment is
dependent on EG6/E7 expression [BOLPETTI et al. in preparation].
Interestingly, IL-10 inhibits CCL2 expression (STOFFELS et al. 2009) in a

way that it is possible that the increase in CD11b+ cells that infiltrate tumors
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from either IL-10 deficient mice or mice treated with neutralizing anti-IL-10R
antibody may be due to an increase in CCL2 expression.

Another effect of IL-10 neutralization in mice, was the decrease in tumor cell
infiltration by B cells and reduction of the B cell numbers in peripheral lymph
nodes. This result is not surprising since one described role for IL-10 is B cell
proliferation (BANCHEREAU et al. 1994; ITOH e HIROHATA 1995). It is
possible that IL-10 causes a skewing in adaptive response toward humoral
response, which may contribute to the inhibition of T cell function or simply
which is ineffective against tumor cells.

In conclusion, IL-10 production by tumor associated myeloid cells, mainly
macrophages, inhibits T cell activity, at least in part by inducing regulatory
phenotype on CD4 and CD8 T cells. We believe our work brings to light the
mechanism behind the epidemiologic data correlating HPV associated tumor

progression and increase in IL-10 expression.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Characterization of TC-1 derived tumors.

A. Tumor growth kinetics after injection of 10° TC-1 cells in the dorsal flank of C57B/6 mice.
Results are the average of tumor measures from 9 mice. B. Histology of TC-1 tumors.
Tumor cryo-sections stained with hematoxylin/eosin exemplifying areas of leukocyte
infiltrate, circulated by doted lines (100x magnification). Arrows indicate some of the blood
vessels. C. Immunohistochemistry characterization of TC-1 tumors. Tumor cryo-sections
were incubated with antibodies against the indicated molecules. Antigen-antibody reaction
was detected through peroxidase/DAB staining. Positive controls for each antibody are in the
insets in each panel (200x magnification).

Figure 2 - Analysis of cytokine expression profile in TC-1 tumors.

RNA samples from CD45" (leukocytes) and CD45 (all other tumor cells) sorted cells were
used for cytokine expression analyzes. A. Qualitative cytokine mRNA expression analysis in
total RNA samples from cells sorted from tumors 20 days post-injection. HPRT
(Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase) was used as control. The lane indicating
C+ corresponds to different cell populations stimulated with different cytokines to obtain
positive controls to each reaction. No corresponds to reactions without addition of cDNA. B.
Quantitative Real-time PCR analysis of IL-10 expression in CD45" and CD45 tumor
fractions compared to RNA from total tumor population. The graph illustrates the fold
induction of IL-10 expression in CD45" and CD45 samples compared to total tumor. The
relative expression ratio is calculated based on AACt method. C. Results from SuperArray
RT-PCR. Data is presented as the ratio of the housekeeping genes Ct (HKG) and the target
gene Ct (TG). Expression was considered positive when the ratio value was above 0.6.
Results are the average of 3 independent experiments. Light gray bars correspond to cDNAs
obtained from CD45" sorted cells total RNA, and dark gray bars from CD45 sorted cells total
RNA. D and E. IL-10 (D) and CXCL11 (E) protein expression analyzes of the indicated
populations compared to peritoneal macrophages. Samples of 70ug of protein extracts from
sorted cells were incubated with membranes from Cytokine Proteome Array (R&D Systems).
Signals were detected after ECL reagent reaction and exposition of X-ray films to the
membranes. Data presented correspond to relative signal from lysate from each
population/relative signal from lysate of peritoneal macrophages, where relative signal =
[(target signal duplicate average- background signal)/positive controls signals average*100].
Tu- corresponds to total tumor suspension lysate, F4/80 to CD45+CD11b+F480+ cells lysate
and Gr1 to CD45+CD11+Gr1+ cells lysate. The results are the average of 2 independent
experiments.
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Figure 3 - Tumor growth and myeloid infiltrate in IL-10 deficient mice (A. and
B) and in mice treated with anti-IL-10/IL-10R neutralizing antibodies (C and
D).

A. TC-1 cells, 10° cells/mouse in 100ul of PBS**, were injected into IL-10 KO and wild type
C57BI/6 mice and the tumor growth kinetics measured. The averages of tumor
measurements of 24 mice are represented; p-value of the comparison between IL-10 KO
and wild type mice is indicated. B. Analysis of tumor infiltrate by flow cytometry. Tumors
were collected 20 days post injection. Total cell suspensions were stained with antibodies
against the indicated markers and analyzed in a FACSCalibur. At least 10000 events were
acquired per sample; the results are the average of 6 IL-10 KO mice and 6 wild type mice.
Asterisks indicate significant differences between the IL-10 KO and wild type groups, tested
by t-test. C. Mice were treated (intraperitoneal injections) with 10ug/ml anti-IL-10 or 10ug/mi
anti-IL-10R in alternate doses, except for the first dose, which was a double anti-IL-10 and
anti-IL-10R dose in the same day as TC-1 cells were injected. In some cases, mice were
treated in the same frequency with 500ug of anti-IL-10R, clone 1b13a, purified in our
laboratory from culture supernant. Tumor volumes measured 18 days post TC-1 cell
injection. D. Tumor infiltrate analyzes by flow cytometry. Total tumor cell suspension was
stained with antibodies against the indicated markers and analyzed in a FACSCalibur. At
least 30000 events were acquired for analyzes, where * indicate significant differences
between groups.

Figure 4 - Lymphocyte infiltrate in tumors from IL-10 deficient mice (A, C and
D) or from anti-IL10/IL-10R neutralizing antibody treated mice (B, E and F). A.
Single cell suspensions were stained with the indicated antibodies plus anti-CD45 and anti-
F4/80. Lymphocytes were analyzed in the CD45+F4/80- population. B. After 6 hours
incubation in tissue culture flasks, non adherent cells from total tumor suspension were
harvested and stained with the indicated antibodies, tetramer and anti-CD45. C and E.
Immunofluorescence of cryo-sections from tumors harvested from IL-10 KO and wilt type
mice, as indicated. Sections were stained with anti-CD8 (in FITC, green) and PE (red)
conjugated HPV16 E7,95; tetramer — E7,49.57 Tet, and irrelevant tetramer — Irrelevant Tet.
Cells were counterstained with DAPI (blue). Arrowheads indicate double positive cells in
yellow, arrows indicate cells positive only for CD8. D and F. Granzyme B expression in
tumor cryo-sections from IL-10 KO and wild type mice or mice treated with anti-IL10/IL-10R
neutralizing antibodies and irrelevant 19G, as indicated. Sections were stained with anti-CD8
(green), followed by fixation, permeabilization and staining with anti-Granzyme B (red).
Tissue was counterstained with DAPI. Solid arrows indicate double positive cells. In C and
D, insets show details of cells positive only for CD8 (green) or double positive CD8/tetramer
(C e E), CD8/Granzyme B (D e F) in yellow or orange due to the sobreposition of emission
from FITC and PE (tetramer) or alexa 594 (Granzyme B).
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Figure 5 - Induction of regulatory phenotype on T cells depends on IL-10.

A and B. Lymph node cultures were stimulated with HPV16 E6 and E7 peptides, 15 mg
each, for 6 days. Cells were harvested and stained for CD4 (A), CD8 (B) and Foxp3 and
analyzed by flow cytometry. For each sample, 10° lymphocytes were acquired. Lymph nodes
were harvested from irrelevant IgG treated mice (IgG), anti-IL10R treated mice (IL10R) or
TC-1 tumors bearing mice untreated (TC-1) 18 days after TC-1 cells injection. C. Flow
cytometry analysis of peripheral lymph node suspensions stained with the indicated
antibodies. Lymph node single cell suspensions were stained with antibodies against the
indicated markers and analyzed by flow cytometry. At least 30000 events were acquired per
condition. The results are the average of 6 mice. Naive are cells obtained from mice never
exposed to TC-1 tumors; TC-1 corresponds to cells obtained from untreated mice injected
with TC-1 cells; IgG and IL-10 correspond to cells obtained from mice with tumors treated
with irrelevant IgG and anti-IL-10 and anti-IL-10R, respectively. Asterisks indicate p<0.05 in
t-test.

Supporting material, Figure 1: Distribution of myeloid populations in tumors
from mice treated with anti-IL10R neutralizing antibody.

Tumor cryo-sections were blocked with 5% bovine serum and Fc block, and stained with
anti-Gr1 and antiCD11b (A e B) or anti-F480 and anti-CD11b (C). Nuclei were stained with
DAPI. Irr 1IgG correspond to irrelevant IgG treated controls, IL-10R to tumors from mice
treated with the 1b13a anti-IL10R antibody and TC-1 to tumors from untreated mice. In A,
the arrow indicates a double positive CD11b+Gr1+ population infiltrating the tumor in a
central area, while single CD11b+ cells were in the periphery. In B, the arrow indicates a
polymorphonuclear cell.

Supporting material, Figure 2: Cell cycle analysis of TC-1 cells treated with
IL-10.

A total of 25000 TC-1 cells were treated for 4 days with 0, 3, 30 or 300ng/ml IL-10. After this
period, cells were harvested, fixed, stained and analyzed in a FACSCalibur. A total of 50000
cells were acquired per sample (note that after 4 days in culture, TC-1 cells have
exponentially grown, resulting in a total of about 1 million cells in the end of the experiment).
No significant differences were observed between the different conditions.
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6 DISCUSSAO

A analise inicial do perfil de citocinas por RT-PCR nos permitiu
identificar moléculas importantes envolvidas no processo inflamatério e no
desenvolvimento dos tumores associados ao HPV-16. Por exemplo, TGFp,
M-CSF e VEGF séao expressos tanto pelas células tumorais quanto pelo
infiltrado inflamatorio. Adicionalmente, identificamos citocinas
preferencialmente expressas pela populacdo leucocitaria que infilira os
tumores TC-1, como IL-10 e TNFa. Conforme mostramos na tabela 7, a
expressao de IFN-y e TNF-q, citocinas de perfil Th1, nos tumores avaliados
em nosso estudo mostram a complexidade do perfil de expressdo destas
moléculas no microambiente tumoral. As citocinas de perfil Th1 estimulam a
resposta celular, enquanto as de perfil Th2, como IL-10, estdo envolvidas na
ativacdo da resposta humoral ou na supressao de respostas citotéxicas . O
balanco entre ambas respostas € fundamental para atividade anti-tumoral
das células envolvidas nestes processos.

Com relacdo a caracterizagdo do infiltrado inflamatério, as analises
por citometria de fluxo e imunohistoquimica revelaram altos indices de
células CD11b+ infiltrando os tumores TC-1. Células marcadas com anti-
Ly6G/Ly6C (Gr1), foram encontradas predominantemente na periferia dos
tumores, porém em menor quantidade quando comparados com células
CD11b+. Células Gr1+ podem ser neutrofilos que sdo fagocitos importantes

que respondem rapidamente a estimulos quimiotaticos do processo
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inflamatério agudo, além de serem responsaveis pela producdo de uma série
de fatores, como citocinas e quimiocinas, que irdo recrutar outras células
para o local da lesdo, por exemplo, mondcitos que se diferenciam em
macrofagos ao penetrarem no tecido. Estas células também podem
representar uma populacdo mieldide imatura com caracteristicas
surpressoras. Embora n&do tenhamos informagdes suficientes para definir o
fenotipo destas células marcadas com anti-Gr1, observamos a expressao da
molécula TREM-1 (manuscrito 1). Esta molécula é expressa em células
mieldides, inclusive neutrdfilos, associada a resposta inflamatéria aguda, o
que pode ser uma indicacado de que estas células sejam de fato neutrdfilos,
uma vez que nao existem referéncias na literatura que indiguem que células
mieldides supressoras possam expressar TREM-1.

De acordo com os dados gerados em nosso laboratério, o infiltrado
leucocitario presente nestes tumores é majoritariamente composto por
macréfagos associados a tumores (TAMs) de fenétipo M2 (LEPIQUE et al.
2009). Na literatura, tem sido proposto que a exposicao a citocinas, como IL-
4 e IL-10, induza TAMs a produzirem fatores supressores da resposta celular
(MANTOVANI et al. 2002). Estes macréfagos sdo importantes produtores de
TNFa, cuja expressdo aumentada tem sido observada conforme a
progressao dos tumores (revisado por POLLARD 2004). Neste trabalho, nés
observamos por RT-PCR expressao de TNFa preferencialmente em células
do infiltrado leucocitario. De fato, tanto a populacdo de macrofagos

CD11b+F4/80+ como CD11b+Gr1+ expressam em torno de 2 vezes mais
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TNFa do que macrofagos peritoneais residentes, enquanto que as células
tumorais nao o fazem (figura 3A do manuscrito 1).

NOs encontramos expressdo de varios fatores estimuladores de
linhagens expressos nos tumores TC-1, especificamente a expressdo de M-
CSF (ou CSF-1) foi detectada tanto em ensaio de Real-time PCR quanto por
ensaio de proteome array. O mMRNA desta citocina é expresso
predominantemente pelas células tumorais. Em ensaios de quantificagéo de
expressao protéica nés encontramos um resultado interessante: expresséao
de M-CSF tanto por células tumorais quanto pela populacdo CD11b+Gr1+
(figura 4A do manuscrito 1). Enquanto os macrofagos tumorais expressam
muito menos M-CSF do que macréfagos peritoneais residentes (células nao
ativadas que expressam baixos niveis desta citocina). Apesar da populacao
CD11b+Gr1+ expressar em quantidade por célula o0 mesmo que as células
tumorais, esta populacdo é minoritaria no tumor e minoritaria no infiltrado
leucocitario. O enriquecimento da mesma para teste de expressdao da
proteina nos permitiu verificar que esta populacdo também expressa esta
citocina o que contribui para a caracterizacdo desta populacdo, mas
provavelmente nado contribui de forma significativa para a modulacdo do
microambiente tumoral ou até manipulacao sistémica do hospedeiro.

Além da expressao de M-CSF, nés investigamos também a expressao
do receptor desta citocina, que é positiva em leucécitos infiltrantes (CD45+)
(Figura 2 do manuscrito 1) indicando que estas células sdo potencialmente
responsivas a este fator. M-CSF é um fator de crescimento expresso em

muitos tumores epiteliais (BAIOCCHI et al. 1991; LIN et al. 2001) que tem



Perfil de expresséo de citocinas em modelo de tumor associado ao HPV16 127

sido frequentemente associado a um pior prognéstico. O recrutamento de
mondécitos estimulados por M-CSF pode ser acompanhado pela capacidade
desta citocina em promover a diferenciacdo destas células em macroéfagos,
além de estimular sua proliferagdo no local do tumor (revisado por
POLLARD 2004 e BEN-BARUCH 2006). Estes macréfagos, por sua vez, sao
capazes de regular a resposta adaptativa contribuindo para a tumorigénese
local. Em modelos de tumor de mama, existem evidéncias do papel crucial
de M-CSF no crescimento tumoral (AHARINEJAD et al. 2004; KIRMA et al.
2004), além de estar associado ao potencial metastatico destas lesdes (LIN
et al. 2001). Em conjunto, estes estudos tém demonstrado que a expressao
de M-CSF aparece sempre relacionada a atividade de macroéfagos no local
das lesées. Em nosso modelo, esta molécula, em conjunto com outros
fatores, pode ter papel importante no recrutamento de mondcitos e
diferenciacao destas células em TAMs que contribuem para o crescimento
dos tumores TC-1 em animais C57BI/6.

O fator de crescimento endotelial (VEGF) é importante para
proliferacdo e manutencado das células endoteliais (FERRARA et al. 1996),
estando intimamente relacionado ao aumento da vascularizagdo comumente
observada em tumores malignos. Dados da literatura mostram que a
expressao elevada de VEGF em alguns tumores tem sido associada a um
pior prognostico, pois pode facilitar a progressdo tumoral através do
aumento da angiogénese local. A presenca de VEGF foi observada em
lesbes associadas ao HPV de alto risco (SMITH-MCCUNE et al. 1997;

BRANCA et al. 2006). A maior expressao deste fator de crescimento parece
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estar associada a presenca de E6 e E7 de HPV16 (TOUSSAINT-SMITH et
al. 2004). Adicionalmente, a oncoproteina E6 HPV-16 € capaz de induzir a
atividade do promotor de VEGF, indicando mais um fator que contribui para
o desenvolvimento do cancer de colo uterino (LOPEZ-OCEJO et al. 2000).
Uma vez que este fator de crescimento aparece freqientemente expresso
em uma série de neoplasias, era esperada a presenca de VEGF em nosso
modelo tumoral. Observamos que VEGF é expresso pelas células TC-1
cultivadas in vitro, entretanto, esta expressdo € significativamente
aumentada nos tumores dos animais C57BI/6, sendo expresso tanto pelo
infiltrado leucocitario (CD45+) quanto pelas células tumorais (CD45-) (Figura
2 do manuscrito 1). A elevada marcagao com anti-CD31 (marcador de
células endoteliais), observada na figura 10, ilustra a grande quantidade de
vasos presentes nos tumores TC-1, e a expressdao de VEGF pode ser um
dos fatores que contribui para esta vascularizacao.

Inicialmente, pudemos observar a expressdo de TNFa em amostras
de tumores e linfonodos dos respectivos camundongos, por RT-PCR (tabela
7). Em seguida, a plataforma RT? Profiler PCR Array System (SuperArray
Bioscience Corporation, Frederick, MD) revelou que esta citocina é expressa
pelas células do infiltrado inflamatério em niveis préximos a expressao dos
genes considerados controles positivos da reacdo, portanto em niveis
relativamente altos (Figura 1 do manuscrito 1). Na literatura, estudos
mostraram que TNFo pode contribuir para a manutencao de queratindcitos
primarios através da regulacao da expressao de moléculas do ciclo celular,

via indugédo de NFxB (BASILE et al. 2003). Em células de melanoma, TNFa
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tem papel fundamental na manutencdo destas células (GRAY-
SCHOPFER et al. 2007), em contrapartida ao seu potencial anti-proliferativo
observado em queratindcitos (BASILE et al. 2003). Esta citocina € expressa em
uma série de tecidos neoplasicos, e em geral, sua expressado € acompanhada
pela presenca de IL-6 e M-CSF, associados a um pior progndéstico (revisado
por BALKWILL 2002). Em um estudo mais recente, foi demonstrado que a
inibicdo de TNFa produzido por macréfagos, reduz o crescimento de tumores
de colo em camundongos (ZINS et al. 2007). Neste modelo, os autores
descrevem o papel de TNFa sobre o aumento da migracédo de macrofagos para
o local do tumor e a inducdo da producdo de M-CSF por estes macréfagos.
Dessa forma, existem evidéncias do importante papel de TNFa no
desenvolvimento tumoral. Em nosso modelo, esta citocina pode estar
contribuindo para o crescimento tumoral, entretanto, seu papel ainda nao esta
esclarecido.

A plataforma RT? Profiler PCR Array System (SuperArray Bioscience
Corporation, Frederick, MD) nos permitiu identificar a expressdo de uma série
de moléculas potencialmente importantes no contexto da resposta imunolégica
nos tumores TC-1. A citocinas inflamatoérias IL-1a e IL-1f3, junto com TNFa,
estdo entre 0s agentes proé-inflamatérios mais potentes descritos na literatura
(APTE et al. 2006). Ambas sao produzidas por células da resposta inata
imediatamente ap0s o surgimento do estimulo inflamat6rio, dando inicio a
expressdo de outros genes pro-inflamatorios e moléculas de adesdo. A
expressao destas moléculas resulta na expressdo de uma cascata de citocinas

efetoras responséaveis pela inflamacdo aguda no local da lesdo. Apesar de IL-
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la e IL-13 poderem exercer fungcbes semelhantes, estas citocinas podem atuar
de formas muito diferentes dependendo de suas concentracfes no local da
lesdo. Enquanto altas doses de IL-1a podem ter papel anti-tumoral, a elevada
guantidade de IL-1(3 favorece a expressdo de fatores de crescimento e
metaloproteases que contribuem para aumento da angiogénese e invasao
tumoral (APTE et al. 2006). Estudo recente demonstrou, em modelo de
fibrossarcoma induzido por agente quimico, que animais deficientes para IL-13
apresentam menor crescimento tumoral quando comparado com animais
selvagens e com camundongos deficientes para IL-1a, gerando evidéncias
sobre o papel de IL-1B no desenvolvimento tumoral (KRELIN et al. 2007).
Dados da literatura demonstraram que tumores de animais deficientes para IL-
1B apresentam vascularizacdo reduzida e auséncia de metdstases quando
comparados com os grupos controle (VIDAL-VANACLOCHA et al. 1994;
VORONOV et al. 2003). Em nosso modelo, a elevada expressao de IL-13 nos
tumores TC-1, pode estar relacionada a grande quantidade de VEGF e MMP9
encontrados nestes tumores, conforme mostrado no manuscrito 1.

Outra citocina inflamatoria avaliada em nosso trabalho é IL-6. IL-6 € uma
citocina multifuncional cujo efeito depende da célula alvo. Em geral, trata-se de
uma citocina pré-inflamatéria sintetizada por macréfagos, linfocitos T e B, e por
células de tumores epiteliais (OKAMOTO et al. 1997), inclusive associados ao
HPV (EUSTACE et al. 1993; HESS et al. 2000; CHENG et al. 2008). Esta
citocina tem sido relacionada a indugcdo de vias envolvidas na proliferacéo
celular, crescimento tumoral e aparecimento de metastases (OGATA et al.
1997). A expressédo de IL-6 é induzida por IL-1 e TNFa, ambas também muito

expressas nos tumores TC-1. Em nosso modelo, a expressdo de IL-6 foi
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detectada pelas células tumorais (CD45-), assim como pelo infiltrado
leucocitario (CD45+) (Figura 2C do manuscrito 1), embora segundo nossos
dados de proteina, a expresséao de IL-6 em macréfagos tumorais seja 1,7 vezes
maior do que a expressdo em macréfagos peritoneais (figura 3A do manuscrito
1). IL-6 induz a diferenciagdo de mondcitos em macréfagos promovendo
aumento do receptor MCSF-R nestas células (CHOROMAT et al. 2000). De
fato, como discutido anteriormente, este receptor € expresso pelo infiltrado
leucocitario presente nos tumores TC-1 (Figura 2B do manuscrito 1). Outro
dado interessante consiste na capacidade de IL-6 induzir a produgcdo de
CCL2/MCP1 (ROMANO et al. 1997; BISWAS et al. 1998). Esta observacgéo é
confirmada em células tumorais associadas ao HPV, uma vez que a producao
desta quimiocina aparece reduzida na auséncia de IL-6 (HESS et al. 2000).
Como mostrado no manuscrito 1, CCL2 ndo apenas € expressa, mas
aparentemente tem atividade biol6gica em tumores TC-1, e IL-6 pode ser um
dos fatores que contribui para esta atividade.

Em outros modelos, CCL2 exerce um papel importante na inducdo de
angiogénese e tumorigénese, via recrutamento de macréfagos (UENO et al.
2000; KURODA et al. 2005). Conforme discutido anteriormente, dados gerados
em nosso laboratério mostram que a maioria do infiltrado leucocitario presente
nos tumores TC-1 é composto por macréfagos associados a tumores (TAMS)
com fendtipo M2 (LEPIQUE et al. 2009), e uma das principais caracteristicas
destas células € a producdo de CCL2 (revisado por MANTOVANI et al. 2002;
POLLARD 2004) adicionada a expressao do seu receptor CCR2 (MANTOVANI
et al. 2002). CCL2 também atua sobre linfocitos T, induzindo resposta do tipo

Th2 (GU et al. 2000; LUTHER e CYSTER 2001), e sobre as células
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apresentadoras de antigenos (APCs) reduzindo a producgédo de IL-12 (LUTHER
e CYSTER 2001). Interessantemente, as células infiltrantes dos tumores TC-1
nao apresentam nenhuma expresséao de IL-12 (Figura 3A do manuscrito 1).

Em relagédo ao papel de CCL2 no recrutamento de TAMs (LISS et al.
2001), a alta expressao desta quimiocina pelas células tumorais nos tumores
TC-1 levantou a hipétese de que CCL2 poderia estar envolvida na migracéo de
mondcitos/macréfagos para o local do tumor. De acordo com os resultados
apresentados na Figura 5 do manuscrito 1, CCL2 exerce efeito sobre a
migracao de células mieldides em resposta as células que expressam E6 e E7
de HPV16, um efeito que é especificamente mediado por proteinas de HPV.
Nosso dado concorda com os achados recentes de PAHLER et al. (2008), que
descrevem a inibicdo do recrutamento de macréfagos para local do tumor em
animais deficientes para o receptor de CCL2 (CCR2"). Neste estudo, os
autores avaliaram, em modelo de camundongo transgénico para HPV16 e
deficiente para a expressdo de CCR2, o papel desta quimiocina no
recrutamento de macréfagos e neutréfilos intratumorais. Adicionalmente, eles
sugerem que na auséncia de macréfagos infiltrando o tumor, provocada pela
auséncia de CCR2, neutréfilos passam a ser recrutados montando uma
resposta alternativa que contribui para angiogénese e progressdo tumoral
(PAHLER et al. 2008).

Outro resultado que contribui para a caracterizacado do fenétipo M2 dos
macréfagos que infiltram os tumores TC-1 é a expressdo de MMP9 discutida no
manuscrito 1 (Figura 2E). As metaloproteases, principalmente MMP2 e MMP9,
sdo proteinas importantes envolvidas nos processos de invasao tumoral,

angiogénese e desenvolvimento de metastases. MMP2 e MMP9 séo
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gelatinases expressas em uma série de neoplasias (STETLER-STEVENSON e
YU 2001), inclusive em céancer de colo do utero (SHEU et al. 2003).
Adicionalmente, a expressao de MMP9 tem sido associada a expressdo de
HPV16 e 18 em linhagens celulares (da SILVA CARDEAL et al. 2006;
YOSHIDA et al. 2008). Em nosso estudo podemos observar a elevada
expressdo de MMP9 nos tumores TC-1. No entanto, apesar de as células
tumorais (CD45-) expressarem esta metaloprotease, neste modelo os
principais produtores sdo os macrofagos infiltrantes (CD45+). De acordo com
dados da literatura, esta metaloprotease pode ser produzida por TAMs
(GIRAUDO et al. 2004; SICA e BRONTE 2007), e a presenca de CCL2 e CCL5
no microambiente tumoral pode estar contribuindo para a inducdo desta
expressdo (AZENSHTEIN et al. 2002; ROBINSON et al. 2002).

Um dos achados mais interessantes do nosso trabalho consistiu na
identificacdo do papel de IL-10 na supresséo da resposta celular mediada por
linfécitos TCD8+. Esta hipbtese partiu da observacdo de que IL-10 € expressa
apenas pelas células do infiltrado leucocitario presente nos tumores TC-1. De
acordo com os resultados apresentados no manuscrito 2, sugerimos que IL-10
favoreca o0 crescimento mais rapido dos tumores TC-1. Além disso,
demonstramos que IL-10 inibe a resposta imune mediada por linfécitos TCD8+,
uma vez que na auséncia desta citocina observamos células TCD8+ efetoras
infiltrando os tumores (figura 4 do manuscrito 2). Na literatura, este é o primeiro
trabalho a descrever o papel desta molécula no modelo analisado. No entanto,
em modelo de melanoma, RANKIN et al. em 2003, descreveu menor
crescimento tumoral em camundongos IL-10" quando comparados com

animais selvagens. Particularmente neste estudo, os autores chamam atencéo
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para o papel das citocinas de perfil Thl, como IFN-y, cujos niveis circulantes
aparecem aumentados nos animais deficientes para IL-10. Outro trabalho
mostrou que a auséncia de IL-10 em modelo tumoral in vivo, melhora a
resposta TCD8+ especifica, aumentando a proliferacdo destas células e a
producéo de IFN-y (DERCAMP et al. 2005).

Atualmente, IL-10 € uma citocina que tem chamado atengcdo de muitos
pesquisadores, pois sua expressao tém sido frequentemente descrita em uma
série de neoplasias (ZENI et al. 2007), inclusive em cancer de colo do utero
(AZAR et al. 2004; BERMUDEZ-MORALES et al. 2008). Macréfagos
associados a tumores (TAMSs), assim como as células mieldides, sdo capazes
de produzir IL-10, entre outras moléculas regulatérias, como mecanismo de
inibicdo da resposta celular anti-tumoral (MANTOVANI et al. 2002; SICA e
BRONTE 2007). Estudo realizado por pesquisadores brasileiros mostrou que a
guantidade de macréfagos infiltrantes em lesdes de colo uterino aumenta
conforme a progressao da doenca (HAMMES et al. 2007), mais uma evidéncia
de que estas células podem estar colaborando para o desenvolvimento
tumoral. A reducdo de macrofagos infiltrantes em tumores, em geral esta
associada a reducdo da progressdo tumoral, invasdo e metastase (LIN et al.
2001; LEPIQUE et al. 2009).

Adicionalmente aos dados de IL-10 produzida pelo infiltrado miel6ide
presente nos tumores TC-1, nosso trabalho mostrou que esta citocina também
esta associada a presenca de células T regulatérias nestes tumores. Estas
células caracterizam-se principalmente pela presenca do fator de trancri¢cdo
Foxp3, e sdo capazes de inibir a atividade de linfocitos TCD4+/CD25-, TCD8+,

células NK, células dendriticas e linfécitos B (MURAKAMI et al. 2002; AZUMA
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et al. 2003; LIM et al. 2005; CHEN 2006). A presenca de linfocitos T
regulatérios em tumores de colo uterino e lesbes precursoras ja foi descrita na
literatura (VAN DER BURG et al. 2007; VISSER et al. 2007). Em nosso estudo,
os resultados apresentados no manuscrito 2 (figura 5), indicam que IL-10
facilita o crescimento tumoral através da inducdo do fenétipo T regulatorio. A
andlise de linfocitos isolados dos tumores TC-1 nos permitiu identificar menor
quantidade de linfocitos TCD4+/Foxp3+ e TCD8+/Foxp3+ nos tumores nos
guais IL-10 foi blogueada. Em conjunto, estes resultados sugerem que IL-10
exerce um papel importante no controle da resposta imune celular em modelo

de tumor associado ao HPV16.
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7 CONCLUSOES

Os resultados mostrados neste trabalho ilustram o complexo painel de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que podem estar envolvidos
no crescimento tumoral e na resposta imune local. Estas moléculas podem
influenciar o fenétipo de células do sistema imunolégico recrutadas para o
local da lesao, além de poder direcionar a uma resposta imune efetiva ou a
tolerancia. O esquema ilustrado na figura 13 propde um modelo no qual as
células TC-1, que expressam E6 e E7 de HPV16, desenvolvem mecanismos
associados a evasao do sistema imune. Este trabalho, junto com outros
estudos desenvolvidos em nosso laboratorio tem como principais objetivos
identificar os fatores envolvidos nestes mecanismos. Portanto, as principais
conclusdes deste estudo sao:

1 Citocinas inflamatdrias, como IL-1a e IL-1B, TNFa, IL-6, TGFpB e IL-
10, sdo expressas nos tumores TC-1, sendo algumas destas citocinas
produzidas especificamente pelo infiltrado leucocitario. Duas classes
de citocinas sdo expressas em nosso modelo: pré-inflamatérias
representadas por IL1a e IL1B, TNFa e IL-6; e citocinas regulatorias
representadas por IL-10 e TGFB. A expressao das citocinas
regulatorias € associada a evasdo da resposta imune celular, como
de fato nés demonstramos em modelo onde a sinalizagao por IL-10 foi
bloqueda. Ja as citocinas pro-inflamatdrias indicam que inflamacgao

cronica pode ser parte do mecanismo, como um co-fator, pelo qual
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tumores associados ao HPV se desenvolvem, porém esta hipdtese
n&o foi tesada em nosso modelo.

2 O infiltrado leucocitario presente nos tumores TC-1 € na sua maioria
composto por macréfagos carcterizados pelos marcadores
CD11b/F480. Células mieldides CD11b+/Gr1+ também fazem parte
do infiltrado leucocitario presente nos tumores TC-1, porém em menor
quantidade.

3 Quimiocinas, como CCL2/MCP1, CCL5/Rantes e MCSF séao
altamente expressas tanto pelas células tumorais quanto pelos
macrofagos infiltrantes. CCL2 é responsavel pelo recrutamento de
monocitos por células que expressam oncoproteinas de HPV16 in
vitro.

4 A citocina IL-10 é parte do mecanismo de tolerancia aos antigenos de
HPV16, estando envolvida na diferenciagao de células T regulatorias
especificas para E7 e na supressao da atividade de linfocitos TCD8+

no modelo de tumores TC-1.
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Figura 13 - Esquema ilustrativo que propdée um modelo de microambiente
tumoral formado em resposta ao tumor TC-1, que expressa as principais
proteinas de HPV16 E6 e E7, gerado em animais C57BI/6 selvagens.

Neste estudo descrevemos a expressao de determinadas citocinas, como TGF e M-CSF, e
quimiocinas como CCL2, pelas células tumorais. Células mieldides, que inicialmente
apresentam um fendtipo indeterminado, expressam os receptores CCR2 e MCSF-R,
sugerindo que sejam responsivas as quimiocinas produzidas pelo tumor, CCL2 e MCSF,
respectivamente. Ao infiltrarem o tumor, estas células mieldides se diferenciam através de
mecanismos ainda ndo conhecidos, e passam a expressar IL-10, TNFa, IL-13 € MMP9,
caracterizando um fenoétipo de macrofagos M2. IL-10 produzida por estes macréfagos

inibem a resposta anti-tumoral mediada pelos linfécitos TC8+.
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