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RESUMO

As células cancerosas interagem dinamicamente com seus componentes do microambiente
tumoral durante a progressdo do cancer. Compreender a contribuicdo dos diferentes
componentes celulares no microambiente tumoral é crucial para o sucesso das aplicaces
terapéuticas. Foi encontrado células PLP1* no microambiente tumoral. Usando sistemas
induzidos in vivo por Cre/loxP, foi demonstrado que essas células derivam de células de
Schwann residentes da pele. A ablacdo genética de células de Schwann enddgenas retardou o
crescimento do tumor e a angiogénese. Assim como também induziu um aumento na vigilancia
imunoldgica, aumentando os linfocitos antitumorais que se infiltram no tumor, ao mesmo
tempo que reduziu as células imunossupressoras. Em conjunto os resultados demonstrados
neste estudo, sugere que as células de Schwann regulam a progressao do tumor, indicando que
a manipulacdo das células de Schwann pode fornecer uma ferramenta valiosa para melhorar os

resultados dos pacientes com cancer.

Palavras-chave: Melanoma; Microambientes Tumoral; Sistema Nervoso Periférico; Células

de Schwann; Resposta Imune.



ABSTRACT

Cancer cells are embedded within the tissue and interact dynamically with its components
during cancer progression. Understanding the contribution of cellular components within the
tumor microenvironment is crucial for the success of therapeutic applications. Here, we reveal
the presence PLP1" cells within the tumor microenvironment. By using in vivo inducible
Cre/loxP mediated systems, we demonstrated that these cells derive from tissue-resident
Schwann cells. Genetic ablation of endogenous Schwann cells slowed down tumor growth and
angiogenesis. Schwann cell-specific depletion also induced a boost in the immune surveillance
by increasing tumor-infiltrating anti-tumor lymphocytes, while reducing immune-suppressor
cells. Collectively, our study suggests that Schwann cells regulate tumor progression, indicating
that manipulation of Schwann cells may provide a valuable tool to improve cancer patients’

outcomes.

Keywords: Melanoma; Tumor Microenvironments; Peripheral Nervous System; Schwann

cells; Immune Response.
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1. INTRODUCAO

O melanoma é um tipo de cancer que é principalmente na pele, com alto potencial de
metastizacao para o trato gastrointestinal, pulmé&o e o cérebro (HEISTEIN; ACHARYA, 2020).
Essa neoplasia é ocasionada pela mutagdo dos melandcitos, células produtoras de pigmentos da
pele que se derivam da crista neural, e compdem o microambiente da pele. Além da pele
(melanoma cutaneo), o melanoma primario também pode surgir nos olhos e em mucosas.(OTT,
2019; TARHINI; ATZINGER; GUPTE-SINGH; JOHNSON et al., 2019).

A exposicado, de forma deliberada a radiacdo solar resulta na génese do melanoma por
meio de duas vias diferentes: a exposicao a radiacdo ultravioleta A (UVA) e a Ultra violeta B
(UVB) (NOONAN; ZAIDI; WOLNICKA-GLUBISZ; ANVER et al., 2012). Ao reagir com a
melanina, a radiagdo UVA leva a producéo de radicais livres, que causam ledo oxidativa ao
DNA dos melandcitos (NOONAN; ZAIDI; WOLNICKA-GLUBISZ; ANVER et al., 2012). J&
os raios UVB desencadeiam o melanoma por danos diretos ao DNA, independentemente da
presenca do pigmento melanina (DE FABO; NOONAN; FEARS; MERLINO, 2004;
NOONAN; ZAIDI; WOLNICKA-GLUBISZ; ANVER et al., 2012). O melanoma cutaneo ¢é
dividido de acordo com suas caracteristicas histopatologicas e classificado como expansivo
superficial (tipo mais comum em individuos com pele pouco pigmentada), melanoma nodular,

melanoma acral lentiginoso e o melanoma lentiginoso maligno (FILOSA; FILOSA, 2018).

Nos ultimos anos, a incidéncia mundial do melanoma aumentou (ERDEI; TORRES,
2010; LINOS; SWETTER; COCKBURN; COLDITZ et al.,, 2009; WHITEMAN, D. C;
GREEN, A. C.; OLSEN, C. M., 2016) variando, entre populacdes de diferentes etnias,
localizagéo geografica, fenotipo da pele, bem como diferencas na exposicéo ao sol. (APALLA;
NASHAN; WELLER; CASTELLSAGUE, 2017; ERDEI; TORRES, 2010; OLSEN; NEALE;
GREEN; WEBB et al., 2015). Em 2020, 300.000 novos casos de melanoma e 55.000 mortes
foram registrados em todo o mundo, ocupando o 19° lugar entre as neoplasias malignas mais
comuns (SUNG; FERLAY; SIEGEL; LAVERSANNE et al., 2021). Quanto a incidéncia
relacionada ao sexo e a idade, o0 melanoma afeta mulheres e homens de maneira diferente. Em
adolescentes e adultos jovens, a doenca € mais incidente em mulheres (DIBDEN; OFFMAN;
DUFFY; GABE, 2020; WATSON; GELLER; TUCKER; GUY JR et al., 2016), enquanto apds
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0s 40 anos de idade, a incidéncia de melanoma entre os homens é maior que entre as mulheres
(WEIR; MARRETT; COKKINIDES; BARNHOLTZ-SLOAN et al., 2011).

De acordo com, o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de pele corresponde
cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no Brasil, e 0 melanoma representa
apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgédo. Entretanto, 0 melanoma é o cancer de pele mais
letal. Em 2020, o nimero de mortes no Brasil foi de 1.978, sendo 1.159 homens e 819 mulheres
(2020 - Atlas de Mortalidade por Cancer - SIM). A incidéncia estimada de novos casos no
Brasil em 2020 ¢é de 8.450, sendo 4.200 homens e 4.250 mulheres (2020 - INCA).

O Sistema Nervoso Periférico (SNP), surgiu como um dos componentes importantes no
microambiente tumoral e tem sido descrito como um ator principal na progressdo de varios
tipos de tumores sélidos, como o cancer de prostata, cancer gastrico, carcinoma basocelular e
adenocarcinoma ductal pancreatico (SALOMAN; ALBERS; LI; HARTMAN et al., 2016;
ZAHALKA; FRENETTE, 2020; ZHAO; HAYAKAWA; KODAMA; MUTHUPALANI et al.,
2014). Os desafios para compreender a interagdo entre 0 microambiente tumoral e 0 SNP se
estende a complexidade das redes neurais e as divisdes que compreende esse sistema, sedo

estes: 0s ramos motores, sensoriais e de células gliais de suporte.

O papel do sistema nervoso autbnomo, umas das divisdes do SNP, foi recentemente
relatado na promocao do crescimento e disseminacao do tumor de prostata (MAGNON; HALL,;
LIN; XUE et al., 2013). Outros, estudos demonstram, que a interacdo do SNP com massas
tumorais densamente inervadas com uma expressao aumentada de receptores 3 adrenérgicos
em melanomas humanos, estavam relacionadas a um mau prognéstico para 0s pacientes
acometidos com essa malignidade (MORETTI; MASSI; FARINI; BARONI et al., 2013).

Além da inervacdo motora e sensorial, as celulas de Schwann (SC) presentes no
microambiente da pele e dos nervos, compreendem a maioria da neuroglia do SNP e estdo
intimamente associadas com as fibras nervosas, fornecendo suporte trofico e uma estrutura de
sinalizacdo para o axonio (GRIFFIN; THOMPSON, 2008; KIDD; OHNO; TRAPP, 2013).
Além de sua fungéo classica descrita anteriormente, estudos demonstraram que as células de
Schwann contribuindo para a cicatrizagdo de feridas cutaneas em adultos (PARFEJEVS;
DEBBACHE; SHAKHOVA; SCHAEFER et al., 2018; SILVA; LEONEL; PRAZERES;
SENA et al., 2018). Entretanto, as investigacbes das SC no contexto do céancer tém se

concentrado principalmente em sua capacidade de promover a dor neuropatica e a chamada
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Invasdo Perineural (IPN) (DEBORDE; OMELCHENKO; LYUBCHIK; ZHOU et al., 2016;
MIKA; ZYCHOWSKA,; POPIOLEK-BARCZYK; ROJEWSKA et al., 2013). Diante disso, 0
papel intrinseco das SC na progressao/crescimento tumoral do melanoma ainda nao foi
explorado. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o papel das células de
Schwann no crescimento e progressao do tumor de melanoma em um modelo murino induzido
por células B16F10.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas das células tumorais

O cancer ¢ definido pelo crescimento celular anormal e descontrolado que culmina na
transformacdo de celulas normais em células malignas e que muitas das vezes envolve,
alteracOes pré-malignas e tumor in situ (MALEY; AKTIPIS; GRAHAM; SOTTORIVA et al.,
2017). Na maioria dos casos, ocorrem mudangas na maquinaria genética celular, que ocasionam
a ativacdo de oncogenes e/ou desativacdo de genes responsaveis pela supressdo tumoral que
causa o descontrole do ciclo celular e a inativacdo dos mecanismos de morte celular programada
(RUGGIERO; BUSTUOABAD, 2006).

As neoplasias podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com suas
caracteristicas: sélidas ou hematoldgicas (nédo solidos)(WANG; ZHANG; ZHANG; WANG et
al., 2016). O tumor solido, é caracterizado por uma massa altamente celularizada, irregular e
heterogénea formado por tecidos que nao contém cistos ou area liquida (JONES; BANITO;
GRUNEWALD; HABER et al., 2019). Existem diferentes tipos de tumores sélidos, que sdo
nomeados de acordo com as caracteristicas celulares que o formam (RICHARDSON, 1985).
Exemplos de tumores sélidos séo: sarcomas, carcinomas e linfomas. Ja o tipo hematolégico,
geralmente ndo forma tumores sélidos e podem ser de origem leucémicas (neoplasia maligna
de leucécitos) (ALLART-VORELLI; PORRO; BAGUET; MICHEL et al., 2015).

Os estudos acerca da complexidade intraclonal das células tumorais ndo € recente, e ja
foi descrito por Nowell em 1976. Nesta teoria, Peter Nowell propde que a maioria das
neoplasias se originam de uma Unica célula maligna mutada, e a progressao tumoral € resultante
da variabilidade genética adquirida dentro do clone original, o que permite a selecdo de
subclones mais agressivos com maior capacidade proliferativa, angiogénica e invasiva
(NOWELL, 1976). Anos apos os estudos de Peter Nowell, em 2000, Hanahan e Weinberg,
destacaram seis principais modificacfes genéticas que conferem as células tumorais um tipo de
vantagem que sdo comuns a todos tipos de canceres, os chamados hallmarks of cancer
(caracteristicas do cancer), sendo essas: sustentacdo dos sinais de proliferacdo, evasdo de
supressores de crescimento, ativacdo e inducdo de invasao e metastase, inducao de angiogénese,
imortalidade replicativa e resisténcia a morte celular (Figura 1)(HANAHAN; WEINBERG,
2000).
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Sustentagdo do sinal
de proliferagdo

Evasao dos supressores
de crescimento

Ativagdo dos
mecanismos de evasio e
metastase

Inducdo da
Angiogénese

Imortalidade
replicativa

7Figura 1. Caracteristicas do cancer por Hanahan e Weinberg no ano de 2000. A figura
demonstra, as modificagdes genéticas adquiridas por uma célula cancerosa que confere as
células neoplésicas um tipo de vantagem, constituindo assim os hallmarks (caracteristicas) do

cancer. Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2000.

2.2 Melanoma

O melanoma é uma neoplasia maligna que surge a partir das mutacdes genéticas dos
melandcitos, células produtoras de pigmentos, que podem ser encontradas na pele, olhos,
ouvido interno e leptomeninges (TASDOGAN; FAUBERT; RAMESH; UBELLACKER etal.,
2020). Embora 0 melanoma seja responsavel por cerca de 1% de todos os tumores malignos da
pele, ele representa a forma mais agressiva e mortal de cancer de pele com alto potencial
metastatico (SCHADENDORF; FISHER; GARBE; GERSHENWALD et al., 2015). Os
gueratindcitos presentes no microambiente da pele, produzem o hormdnio estimulante de alfa-
melandcitos (a-MSH) em resposta ao dano ao DNA induzido pela luz ou pela radiacdo UV
(LIN; FISHER, 2007). Por sua vez, o MSH se liga ao receptor 1 de melanocortina (MC1R) nos
melandcitos, que produzem e liberam melanina (Figura 2), que funciona como um escudo para
a radiacdo UV, evitando outras alteracdes no DNA (CURTIN; FRIDLYAND; KAGESHITA,
PATEL et al., 2005). A radiacdo ultravioleta (UV) proveniente dos raios solares e de fontes
artificiais é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de pele (MACK, 1999).
O melanoma cutaneo pode ser geralmente classificado na populagao caucasiana por sua origem
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na pele cronicamente ou intermitente exposta ao sol que se traduz em diferentes locais de
origem, grau de exposi¢do UV cumulativa, idade ao diagnostico, tipos de drivers oncogénicos
e carga mutacional (CANDIDO; RAPISARDA; MARCONI; MALAPONTE et al., 2014).

Outro fator de risco para o desenvolvimento do melanoma, é o nevo melanocitico
(DAMSKY; BOSENBERG, 2017). Os nevos sdo lesdes benignas compostas por uma
quantidade concentrada de melandcitos (SCHAFFER, 2015). Isso, leva a formacdo de uma
mancha hiper pigmentada escura na pele devido a grande quantidade de melanina produzida.
Os nevos melanociticos podem ser congénitos ou aparecer tardiamente na pele dependendo de
fatores ambientais (DAMSKY; BOSENBERG, 2017). A quantidade massiva de nevos
adquiridos ao longo da vida é um fator de risco potente que indica o desenvolvimento de
melanoma (BATISTATOU; ZIOGA; PANELOS; MASSI et al., 2007). As alteracdes de forma,
cor ou textura nos nevos é um forte indicador de melanoma maligno, cerca de 81% dos pacientes
com melanoma observaram uma alteracéo do nevo na localizacgdo da lesdo maligna (RHODES;
WEINSTOCK; FITZPATRICK; MIHM et al., 1987). No entanto, € importante ressaltar que
nem todos 0s nevos mutaveis sao indicativos de melanoma, e que 0 mecanismo exato e a causa
das alteracbes ainda ndo séo totalmente elucidados (MACKIE; ENGLISH; AITCHISON;
FITZSIMONS et al., 1985).

A compreensao mais profunda do envolvimento e da biologia do melanoma, nos Gltimos
anos vem sendo alcangada (CANDIDO; RAPISARDA; MARCONI; MALAPONTE et al.,
2014). Evidenciou-se que o desenvolvimento do melanoma totalmente evoluido a partir de
lesbGes pré-neoplésicas ndo € representado por um unico padréo evolutivo (BASTIAN, 2014).
O melanoma e seus subtipos, podem evoluir de diferentes lesbes precursoras e pode envolver
diferentes mutacbes génicas e estdgios de transformacdo (SHAIN; BASTIAN, 2016). Um
achado importante, é que o proto-oncogene B-Raf (BRAF) ¢ mutado em até 80% dos nevos
benignos, resultando em proliferacdo limitada de melandcitos por meio da ativacdo mediada
por oncogene da senescéncia celular (POLLOCK; HARPER; HANSEN; YUDT et al., 2003).
Esses nevos, podem permanecer indolentes por décadas, em decorréncia da vigilancia
imunologica (SPEECKAERT; VAN GEEL; VERMAELEN; LAMBERT et al.,, 2011).
Portanto, 0 BRAF ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento do melanoma e raramente 0s nevos
benignos progridem para uma neoplasia maligna (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK;
MARAIS, 2007). Entretanto, a transi¢cdo do nevo para melanoma esta associada a aquisicéo de
mutacgdes subsequentes em genes-chave, como a Transcriptase Reversa de Telomerase (TERT)
ou Inibidor de Cinase dependente de Ciclina 2A (CDKN2A) (HODIS; WATSON; KRYUKOQV;,
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AROLD et al., 2012; KRAUTHAMMER; KONG; HA; EVANS et al., 2012). Diante disso, a
compreensdo dos determinantes bioldgicos da evolugcdo do melanoma pode levar a um

diagnostico e ao reconhecimento precoce de lesdes com maior risco de progressao e metatese.

Keratinocytes NEVUS

MC1R UVA /

MERYOCYTE Irradiation

TERTMUT

ARID2 /
TERT IMMUNE
CDKN2A SYSTEM
BRAF PTEN
KIT .& NF1
TP53

PIK3CA
MELANOMA

Figura 2. Transformacdo maligna dos melandécitos. Fisiologicamente, 0os queratindcitos
induzem a proliferacdo dos melandcitos por meio da produ¢do do horménio MSH e sua ligacdo
com o MC1R. Airradiacdo UV-A induz a transformacdo maligna dos melandcitos por meio de
dois mecanismos diferentes: A transformacdo direta dos melandcitos normais em células
neoplésicas por meio de varias mutacfes que afetam os genes proto-oncogene e supressores de
tumor (TP53, NF1, PTEN). Fonte: (LEONARDI; FALZONE; SALEMI; ZANGHI et al.,
2018).

2.3 Melanoma: Incidéncia e Mortalidade

A incidéncia mundial de melanoma tem aumentado constantemente nas Gltimas décadas
(ERDMANN; LORTET-TIEULENT; SCHUZ; ZEEB et al., 2013; GUPTA; KUMAR, 2017;
GUY; THOMAS; THOMPSON; WATSON et al., 2015; LINOS; SWETTER; COCKBURN,;
COLDITZ etal., 2009; WHITEMAN, DAVID C; GREEN, ADELE C; OLSEN, CATHERINE
M, 2016). De acordo, com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) foi estimado que em 2020
324.635 foram diagnosticados com melanoma maligno (WHO, 2020) (Figura 3). No Brasil,
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segundo dados do Instituo Nacional do Cancer (INCA), foram estimados 4.200 em homens e

de 4.250 em mulheres.
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Figura 3. Taxas estimadas de incidéncia mundial de melanoma cutaneo, padronizadas por
idade, em ambos 0s sexos e todas as idades. As incidéncias sdo expressas como 0 himero de
casos por 100.000 pessoas por ano. Fonte: (GLOBOCAN, 2020).

A incidéncia de melanoma varia de acordo com a localizacdo geografica entre pessoas
da mesma etnia (LANCASTER, 1956) (GUY; THOMAS; THOMPSON; WATSON et al.,
2015). As diferengas geograficas podem se traduzir em diferencas na absorgdo atmosférica,
latitude, altitude, cobertura de nuvens e estacdo do ano - todas as variaveis que influenciam a
radiacdo UV incidente (NELSON; NELSON, 1957). Em 1956, Lancaster descobriu taxas
crescentes de mortalidade por melanoma com o aumento da proximidade do equador, um
fendmeno que ele chamou de “gradiente de latitude”(NELSON; NELSON, 1957). Como
observado na Figura 1, a Australia é o pais com maior incidéncia de melanoma (BAADE;
MENG; YOULDEN; AITKEN et al., 2012).

2.4 Microambiente tumoral
O microambiente tumoral (MAT), ndo consiste apenas em populagdes heterogéneas de
células cancerosas, mas também em uma variedade de células residentes e componentes

estromais como: células endoteliais vasculares, fibroblastos associados ao cancer, componentes
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de matriz extracelular (MEC) e células imunes infiltradas. Esse conjunto de células e suas
interagOes sdo conhecidas coletivamente como microambiente tumoral, como pode ser
observado na figura 4. A progressdo do tumor € profundamente influenciada pelas interacdes
das celulas cancerosas com seu ambiente (QUAIL; JOYCE, 2013). A constante evolucdo do
microambiente tumoral pelo remodelamento tecidual, alteraces vasculares, metabdlicas e o
recrutamento de células estromais conferem a capacidade das células cancerosas de sobreviver
e metastizar para outros orgdos (HANAHAN; COUSSENS, 2012). Quando se fala sobre o
MAT, vale ressaltar que ha uma distin¢do entre duas diferentes entidades que devem ser feitas:
0 microambiente que as células pré-neoplésicas e neoplésicas encontram no tecido de origem,
e 0 microambiente dentro do tumor, que as células cancerosas recrutam para formar a “massa
tumoral”’(LACONI, 2007; NISHIMURA; SEMBA; AOYAGI; SASAKI et al.,, 2012). A
importancia de compreender como o microambiente tumoral comporta-se, foi evidenciada por
Stephen Paget (1889). Em seu estudo, Paget utiliza de uma analogia da botanica a “teoria das
sementes e do solo" para explicar o principio da progressdo tumoral, que ndo se concentra
apenas em uma unica célula neopldsica maligna "na semente", mas também no “solo”, o qual
deve estar preparado para que semente possa germinar e dar seus “frutos” as metastases
(PAGET, 1989).
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Figura 4. Heterogeneidade do microambiente tumoral. Além das células cancerosas, 0

MAT contém células do sistema imunolégico como: linfocitos B e T, macrofagos, células
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dendriticas. Também pode ser observado, vasculatura tumoral e linfatica, alem de fibroblastos,
pericitos e, em alguns casos, adipécitos, e células de Schwann. O MAT também possui
inervacdo provenientes do Sistema Nervoso Periférico, como representado pelos nervos
simpaticos, parassimpaticos e sensorial. Fonte: Acervo proprio do Laboratorio de

Microambiente Tecidual.

Devido ao constante estudo do microambiente tumoral, através do remodelamento
tecidual, das alteracGes metabolicas no tumor e no recrutamento de células estromais, incluindo
uma diversidade de células imunes, houve uma necessidade de expansdo dos hallmarks of
cancer (caracteristicas das células tumorais) propostas por Hanahan &Weinberg em 2000,
sendo estes: o escape da resposta imune tumoral e o desequilibrio energético (Figura 5).
Algumas células cancerosas adaptam mecanismos para evitar a detec¢do e destruicdo pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro. Uma das formas pelas quais as células fazem isso, é
sequestrando 0s mecanismos normais de controle do ponto de verificagdo imunolégico e

modulacdo da resposta imune inata e adaptativa.

Desregulagido Escape do sistema
energética celular imunologico

Instabilidade Manuten¢do de um
gendmica e mutagio estado inflamatério

i : isti 3 . Inclusdo de “marcas’
Figura 5. Novo panorama das caracteristicas do cancer de 2011. Incl de “ ’

emergentes para a progressao tumoral. Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011.

2.5 Sistema Nervoso Periférico: um componente do microambiente tumoral

O Sistema Nervoso Periferico (SNP), € constituido por todo tecido nervoso: nervos,
células de Shcwan, ganglios fora do cérebro e da medula espinhal (STERNINI, 1997). A fungéo
primaria do sistema nervoso periférico é conectar o cérebro e a medula espinhal ao resto do
corpo e ao ambiente externo. Desse modo, o SNP coordena a nivel molecular e celular
processos que permitem ao corpo a manter os controles homeostaticos. Esses sistemas
coordenados, ajustam de forma fina as varidveis internas, incluido pressdao arterial, pH,

metabolismo e estd envolvido na transmissdo de informacgdes sensoriais € motoras para o
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Sistema Nervoso Central (SNC); através de neurdnios (nervos) motores eferentes e neurdnios
sensoriais aferentes (GOLDSTEIN, 2001). Além disso, o SNP subdivide-se em: sistema
nervoso somatico e sistema nervoso autbnomo (LEWIS, 1926). O sistema somatico controla as
acOes voluntarias do corpo, ou seja, aquelas que estdo sob controle consciente. O sistema
nervoso autdnomo (SNA), assim denominado por ser classicamente considerado fora do
controle consciente, € subdividido em sistema nervoso simpatico (SNS) e sistema nervoso
parassimpatico (SNPS)(WAXENBAUM; REDDY; VARACALLO, 2021).

A contribuicdo dos nervos na patogenia e na progressdo das neoplasias malignas fez
com que emergisse 0 conceito que a inervacdo também é uma possivel “caracteristica do
cancer” (WANG; ZHENG; LU; WANG et al., 2021; ZAHALKA; FRENETTE, 2020). Estudos
recentes, mostraram que 0s nervos periféricos (simpaticos, parassimpaticos e sensoriais)
interagem com ceélulas tumorais e estromais para promover a iniciacdo e progressdo de uma
variedade de doencas malignas solidas e hematoldgicas (HIBI; MORI; FUKUMA,
YAMAZAKI et al., 2009; HUANG; SU; CUI; SHEN et al., 2014; LIEBIG; AYALA; WILKS;
VERSTOVSEK et al., 2009). A medida que as doencas neopléasicas malignas progridem a
densidade dos nervos quase duplica em comparacdo com o tecido saudavel (AYALA; DAI,
POWELL; LI etal., 2008; ZAHALKA; ARNAL-ESTAPE; MARYANOVICH; NAKAHARA
et al., 2017). Além disso, a densidade nervosa se correlaciona com casos mais agressivos,
incluindo céancer de prostata, célon e reto, cabeca e pescoco, mama, pancreas, estbmago e
pulméo (AYALA; DAI; POWELL,; Ll etal., 2008; MAGNON; HALL; LIN; XUE et al., 2013;
SHAO; WANG; YAO; PAN et al., 2016).

A inervacdo no microambiente da prostata, € uma das mais bem estudadas devido a
delimitacdo distinta da inervacdo simpatica e parassimpatica do 6rgdo (TABATAI; BOOTH;
DE GROAT, 1986). Estudos revelam, que a transec¢do cirurgica dos nervos hipogastricos
promoveu a regressao do tumor em um modelo de camundongo transplantado com células PC-
3 humano e a inibicao do crescimento do tumor em uma préstata do modelo murino transgénico
Hi-MYC (no qual os camundongos expressam MY C especificamente na prostata)(MAGNON;
HALL; LIN; XUE et al., 2013). Outro estudo demonstrou, que a denervacao cirargica do
ganglio celiaco e mesentérico superior, melhora a eficacia da quimioterapia em um modelo de
camundongo transgénico de cancer pancredtico (RENZ; TAKAHASHI; TANAKA;
MACCHINI et al., 2018). No contexto do melanoma, foi visto que a inervacdo sensorial
também exerce um papel importante na progressdo tumoral. No estudo realizado por Prazeres

e colaboradores em 2020, demonstrou que a deplecdo da inervagdo sensorial in vivo, em
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camundongos geneticamente modificados (Nay 1.8 Cre®\iDTA") é responsavel pelo
crescimento do melanoma B16F10, revelando a importancia dos nevos sensoriais na modulagéo
do crescimento tumoral (PRAZERES; LEONEL,; SILVA; ROCHA et al., 2020). Em um outro
estudo, Costa e colaboradores utilizaram a tecnologia de Designer Receptors Exclusively
Activated by a Designer Drug (DREADD) para inibir ou ativar o disparo dos neurdnios
sensoriais dentro do melanoma. Os resultados obtidos demonstraram que o crescimento tumoral
e a angiogénese foram acelerados ap6s a inibicdo da atividade dos neurbnios sensoriais e
reduzidos apos a super estimulacdo desses neurénios (COSTA; SILVA; PRAZERES; PICOLI
etal., 2021).

Além da interacdo dos nervos com microambiente tumoral, as células cancerosas
infiltram-se no interior ou ao redor dos nervos em um processo denominado invasao perineural
(IPN) (BATSAKIS, 1985; CHATZISTEFANOU; LUBEK; MARKOU; ORD, 2017). A IPN é
definida pela presenca histologica de células malignas no tecido neural de grandes nervos do
sistema nervoso periférico e esta presente em muitos tumores sélidos (TAYLOR; NORRIS,
1967). Acredita-se que a presenca de IPN esteja correlacionada com agressividade da doenca e

até mesmo como uma rota potencial de metastase (AMIT; NA'ARA; GIL, 2016).

Uma outra forma de interacdo que ocorre no microambiente tumoral é através da
regulacao neural (SEIDL, 2014). Quando os sinais sdo transmitidos de um neurdnio para outro,
a precisdo temporal é essencial para o processamento adequado de integralizacdo da informacéo
e muito ja se sabe sobre esse processo (AGGELOPOULOQOS; DUKE; EDGLEY, 1995;
ALMEIDA; CZOPKA; FFRENCH-CONSTANT; LYONS, 2011; BAKER; STRYKER, 1990;
LUTGENDORF; DEGEEST; SUNG; AREVALO et al., 2009). Entretanto, a compreensao
mecanistica da base molecular da regulacéo neural no cancer ainda é um desafio. Experimentos
iniciais in vitro, sugeriram que diferentes neurotransmissores sinalizam diretamente para as
células tumorais, promovendo a proliferacdo, a sobrevivéncia e a migragdo celular (COLE;
NAGARAJA; LUTGENDORF; GREEN et al., 2015). A inervacdo direta no compartimento
epitelial dos quais os tumores sélidos derivam, desempenha um papel na iniciacdo e na
progressao do cancer gastrico (HAYAKAWA; SAKITANI; KONISHI; ASFAHA et al., 2017).
Estudos in vivo, demonstram que h& uma interacdo dindmica no MAT entre 0s nervos, 0 estroma
e 0 compartimento epitelial (FUJIWARA; UEHARA, 1984; LINDSAY; HALVORSON;
PETERS; GHILARDI et al., 2006; ZAHALKA; ARNAL-ESTAPE; MARYANOVICH;
NAKAHARA et al., 2017). Em um outro estudo, foi demostrado que os nervos adrenérgicos

regulam de forma indireta a proliferacdo de células tumorais através da regulacdo da
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angiogénese intratumoral e, portanto, a disponibilidade de nutrientes parao MAT (ZAHALKA,;
ARNAL-ESTAPE; MARYANOVICH; NAKAHARA et al., 2017) Esses mecanismos podem

ser observados na (Figura 6).
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Figura 6. Regulacdo neural do microambiente tumoral. Os nervos interagem com diversos
componentes do estroma e epitélio maligno para promover o crescimento e a disseminacédo do
tumor. A sinalizacéo dos nervos adrenergicos estimula a liberacdo de interleucina-8 (IL-8) das
células cancerosas, que por sua vez recruta macrofagos associados ao tumor (TAMS) que
contribuem para a angiogénese e posterior imunossupressao. A inervagdo adrenérgica tambem
sinaliza para as células T através do receptor 32-adrenérgico, suprimindo a ativagdo metabolica
por meio da inibicdo da expresséo do transportador de glicose GLUT1. Fonte: (ZAHALKA,;
FRENETTE, 2020).

2.6 Microambiente da Pele e as Células de Schwamm
A pele é o maior 6rgao do organismo humano atua como uma barreira entre 0 ambiente
externo e os tecidos internos (SPENCER; AMONETTE, 1998). O sistema tegumentar, mantém

condigdes fisiologicas viscerais favoraveis, proporcionando um equilibrio entre a ingestdo e a
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perda de liquidos, regulando a concentracdo de eletrdlitos, bem como controlando a perda de
calor (MACINTYRE; BAIRD, 2006). Histologicamente a pele é composta por trés camadas
diferentes epiderme, derme e hipoderme (Figura 7)(FUCHS, 2007). Cada regido da pele, é
formada por varios componentes celulares, incluindo queratindcitos, melandcitos e células de
Langerhans, células imunes, fibroblastos, terminagdes nervosas, células de Schwann, pericitos
e células endoteliais (GE; MIAO; GUR-COHEN; GOMEZ et al., 2020).

Epiderme

/

Sensorial

Auténomo

/ Vaso sanguineo + Derme

B
e " ' ey . — t Hipoderme

Figura 7. Microambiente da Pele. llustracdo das camadas da pele, essas camadas s&o
fortemente aderidas e formam uma barreira que varia de 50 a 120 pum, dependendo da

localizacdo do corpo. Fonte: Elaborado pelo autor.

A pele esta intimamente associada ao sistema nervoso periférico, autbnomo (SNA) e ao
SNC e possui uma funcéo neuroimunoendocrina (ROOSTERMAN; GOERGE; SCHNEIDER,;
BUNNETT et al., 2006). Varios estimulos ativam o hipotalamo/hipo6fise dentro do SNC, o que
resulta na liberacdo de neuromediadores, como hormonio liberador de corticotropina (CRH), o
horménio estimulante de alfa-melandcitos (MSH), polipeptideo ativador de adenilato ciclase
hipofisario (PACAP) (SIEMIONOW; GHARB; RAMPAZZO, 2011). A disposicdo da
inervacdo no microambiente da pele, consiste em fibras nervosas autondmicas
(predominantemente simpaéticas, e sensorial (ROOSTERMAN; GOERGE; SCHNEIDER,;
BUNNETT et al., 2006). Essas fibras nervosas, derivam de corpos celulares localizados na raiz
dorsal e nos ganglios simpéticos. Ja, as fibras nervosas de saida podem ser subclassificadas

devido as suas diferentes velocidades de transmissdo de sinais, propriedades de percepgéo e
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sinalizacéo e afiliagdo em "aferente-sensorial” ou / e "eferente-autbnomo”, bem como em fibras
AP, Ad e C (NOLANO; PROVITERA; CAPORASO; STANCANELLI et al., 2013).

Um outro componente do SNP, que exerce um papel importante no microambiente da
pele e dos nervos periféricos, sdo as células de Schwann que revestem as projecdes nervosas,
protegendo-as e facilitando sua sobrevivéncia. A pele é um érgdo ricamente inervado, com uma
variedade de fibras nervosas, incluindo axénios sensoriais e autondémicos, influenciando uma
infinidade de funcgdes cutaneas fisioldgicas e fisiopatologicas (LAVERDET; DANIGO;
GIRARD; MAGY et al., 2015). As células da Crista Neural (NC) d&o origem a varias linhagens
celulares, incluindo os componentes neurais dos sistemas nervoso periférico e entérico. Estudos
realizados por Parfejevs e colaboradores em 2018 revelam que as células de Schwann
contribuem para a cicatrizacdo de feridas cutaneas em adultos (GE; MIAO; GUR-COHEN;
GOMEZ et al., 2020; PARFEJEVS; DEBBACHE; SHAKHOVA; SCHAEFER et al., 2018).
As células de Schwann liberam mdltiplas moléculas bioativas capazes de regular o
comportamento, a proliferacdo e a migracdo de outras populacbes celulares (TOFARIS;
PATTERSON; JESSEN; MIRSKY, 2002; YAMAZAKI; EMA; KARLSSON; YAMAGUCHI
et al., 2011). Portanto, as células de Schwann podem induzir um microambiente reparador e
regenerativo na pele apds a lesdo (SILVA; LEONEL; PRAZERES; SENA et al., 2018) (Figura
8). As células de Schwann eram até recentemente consideradas células comprometidas
exclusivamente com o destino glial. Surpreendentemente, estudos recentes indicaram que, em
condicBes especificas, as SC também podem se comportar como células-tronco formando
outras populacdes de células (KAUKUA; SHAHIDI; KONSTANTINIDOU; DYACHUK et
al.,, 2014), podendo inclusive se diferenciarem em melanocitos (ADAMEYKO;
LALLEMEND; AQUINO; PEREIRA et al., 2009). A variedade das funcbes desempenhadas
pelas células de Schwann é suportada por sua capacidade de desdiferenciar reversivelmente e
rediferenciar em subtipos com fenotipos diferentes (JESSEN; MIRSKY, 2005). Apos a lesao
do nervo, as células de Schwann se desdiferenciam e perdem sua capacidade de mielinizag&o,
adquirem a capacidade de migracdo e a orientacdo neuronal durante o reparo (DANILOFF,;
LEVI; GRUMET; RIEGER et al., 1986).

Recentemente, as células de Schwann emergiram como um importante componente do
microambiente tumoral. Estudos demonstram que elas promovem a invasdo do cancer de
pancreas por meio do contato direto com as celulas cancerigenas (DEBORDE;
OMELCHENKO; LYUBCHIK; ZHOU et al., 2016). Também foi desmontado, que as SC

presentes no microambiente do melanoma possuem fenotipo destinado a regeneragdo nervosa
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e a cicatrizacédo de feridas (SHURIN; KRUGLOV; DING; LIN et al., 2019)(Figura 8). Diante
disso, as SC compdem o SNP e 0 microambiente da pele sendo objeto do presente estudo, e 0

seu papel no desenvolvimento do melanoma sera descrito em maior detalhe (Figura 9).
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Figura 8. A lesdo cuténea ativa as células de Schwann para induzir a cicatrizacao de
feridas. A regeneracdo da pele envolve a interlocucdo célula a célula entre varios tipos de
células. Decifrar os mecanismos celulares e moleculares que impulsionam o fechamento da

ferida é uma questdo central na medicina regenerativa. Fonte: (SILVA; LEONEL; PRAZERES;
SENA et al., 2018).
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Figura 9 As de células Schwann estdo presentes no microambiente do melanoma. As SC
emergiram como um componente importante no microambiente tumoral. Fonte: Elaborada pelo

autor.

2.7 Imunovigilancia Tumoral

O sistema imune, é formado por uma interacdo de varios tipos de moléculas bioativas,
como, citocinas, proteinas e células que formam coletivamente uma rede multifacetada de
processos bioguimicos que irdo reconhecer e defender o hospedeiro contra proteinas ou
antigenos "ndo-proprios” (JANEWAY JR; TRAVERS; WALPORT; SHLOMCHIK, 2001a);
essa interacdo fornece protecdo e mantém a homeostase do organismo. O sistema imunoldgico,
consiste em duas formas de resposta imune: inata e, adaptativa (VESELY; KERSHAW,
SCHREIBER; SMYTH, 2011) (Figura 10). A resposta imune inata é inespecifica e de acao
rapida contra antigenos estranhos como micrébios patogénicos, antigenos alergénicos ou
proteinas ou moléculas ndo proprias JANEWAY JR; TRAVERS; WALPORT; SHLOMCHIK,
2001a; WANG; WANG, 2013). Embora a duracao da resposta imune inata seja de vida curta e
incapaz de gerar memdria, ela ainda possui a capacidade de distinguir entre "proprio™ e "néo-
préprio” e de diferentes grupos de patdgenos por meio de receptores, como receptores toll-like
(TLRs) e outros que reconhecem padrdes moleculares associados a patogenos (DAMPs ou a
dano teciduais (PAMPs) (WANG; WANG, 2013).

Em contraste, a resposta imune adaptativa possui a capacidade de gerar memdria
imunologica apos primeiro contato com antigeno de forma rapida e direcionada aos antigenos-
especificos (JANEWAY JR; TRAVERS; WALPORT; SHLOMCHIK, 2001b). Essa resposta,

ao longo do tempo, ocorre devido a capacidade de linfécitos indiferenciados (naive) como as
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células T e B possuem de se diferenciar e amadurecer em células T efetoras ou célula B
secretoras de anticorpos (Figura 10) (JANEWAY JR; TRAVERS; WALPORT; SHLOMCHIK,
2001a). Existem dois tipos de células T presentes no sistema imunolégico que se diferem pelo
tipo de receptor: células T af3 e células T y5. As células T yd podem reconhecer moléculas "nédo
préprias" por reconhecimento de padrées, ndo exigindo, portanto, a apresentacao de antigenos
mediada pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de algumas das moléculas
classicas pela apresentagdo antigénica para células T v sdo CDIc ¢ CD1d (CHIEN; JORES;
CROWLEY, 1996; DESEKE; PRINZ, 2020). Em contrapartida, as células T aff sdo
subdivididas em dois outros subconjuntos conhecidos como células T CD4 + e células T CD8
+ (KORETZKY, 2010). A maturacdo desse subconjunto de células para um perfil efetor,
envolve a co-estimulacdo entre o complexo principal de histocompatibilidade Il (MHC classe
I1), que estdo presentes apenas em células apresentadoras de antigenos (células B, macrofagos
e células dendriticas) e o receptor de células T nas celulas T CD4 + naives (figura 10)(OKOYE;
WILSON, 2011). Ja as células T CD8 + atraves do receptor de células T especificas ligam-se
aos complexos de antigeno/MHC de classe | nas células apresentadoras de antigeno (ou seja,
células-alvo), resultando na liberacdo de perforina e granzimas das células T CD8 + e morte da
célula-alvo (KORETZKY, 2010).

Antigen- B cells

. T cells S
(i) Neutrophils presenting cells (secrete cytokines) (secrete antibodies)
(ii) Macrophages

(iii) Dendritic cells

(i) Complement
(ii) Cytokines
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Figura 10. Visao global do sistema imunoldgico. A resposta imune inatas incluem células que
sdo inespecificas, e de acdo rapida e sdo as primeiras a responder a inflamacéo. Por outro lado,
a imunidade adaptativa possui componentes mais especifica para antigenos alvos capazes de
formar memoria imunolodgica. Fonte: (PANDYA; MURRAY; POLLOK; RENBARGER,
2016).
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A interacdo entre o sistema imunoldgico e o cancer, tem sido amplamente estudada por mais de
um século e foi destacada pela primeira vez por Rudolph Virchow h& mais de 150 anos
(ADAMS; SMOTHERS; SRINIVASAN; HOOS, 2015). A base em torno da relacdo entre o
cancer e a imunidade, envolve trés principios basicos a detecgdo de antigenos “ndo proprios”
produzidos pelas celulas malignas que por sua vez, leva ao desenvolvimento da resposta efetora
que destréi de forma especifica essa célula, protegendo o hospedeiro e levando o
desenvolvimento de memoria imunoldgica por meio dos mecanismos imunes (JANEWAY JR;
TRAVERS; WALPORT; SHLOMCHIK, 2001a). No decorrer da patogénese do cancer,
maltiplos componentes da imunidade inata sdo ativados em esfor¢co para minimizar a
inflamagdo mediada pelo cancer (CHEN; MELLMAN, 2013). Este processo, também inicia
respostas imunes adaptativas para direcionar o0 cancer por meio de mecanismos imunes mais
especificos (DUNN; KOEBEL; SCHREIBER, 2006).

Estudos recentes, sugerem que existe um equilibrio fino entre a dorméncia e a
progressdo tumoral, e esse equilibrio € a base do principio da oncologia conhecido como
imunoedicdo. Por esse processo, o sistema imune é capaz de modular o perfil antigénico do
tumor devido a pressao seletiva, baseada nas etapas de eliminacdo, equilibrio e evasdo tumoral
como descrito na Figura 11(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). A fase de eliminagdo é
caracterizada por um componente da teoria da imunovigilancia do cancer que consiste na
capacidade do sistema imune inato e adaptativo de reconhecer e erradicar as células cancerosas
(DUNN; KOEBEL; SCHREIBER, 2006). Desse modo, 0os mecanismos celulares e moleculares
pelos quais ocorre a morte das células cancerosas sdo via secrecao de perforina pelas células
imunes citoliticas (NK, células NKT, células T yo e células T CD8 +)(GOBERT; TREILLEUX;
BENDRISS-VERMARE; BACHELOT et al., 2009). A fase de equilibrio esta relacionada com
0 estado dindmico das celulas cancerosas para regular negativamente o sistema imunologico,
levando a um bloqueio da fase de eliminacdo (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). Por fim, a
fase de escape é mediada por diversos mecanismos imunossupressores, 0s quais incluem a
regulagdo negativa ou superexpressdo de MHC de classe | na superficie das células cancerosas
0 que leva a protecdo das funcdes efetoras e citotoxicas das células da imunidade inata e
adaptativa, e portanto, a progressdo tumotal (Figura 11)(DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004;
SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).
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Figura 11. Imunoedicdo de tumores. A imunoedicdo é formado por trés fases: eliminacéo,

Cancer =

equilibrio e escape. Na fase de eliminacdo, a imunidade inata e a adaptativa detectam e
eliminam sinergicamente as células tumorais precoces. Na fase de equilibrio, um equilibrio é
obtido entre a progressdo do cancer e a eliminacdo do cancer pelo sistema imunolégico. Se o
cancer persistir, ele sobrecarrega a imunidade e escapa para prosseguir e metastatizar para 0s
outros 6rgaos. Fonte: (PANDYA; MURRAY; POLLOK; RENBARGER, 2016).

Durante o desenvolvimento do melanoma, tanto as células imunes quanto as
cancerigenas passam pelo processo de imunoedicdo que inclui fases interconectadas como
eliminacdo, equilibrio e escape ou evasdo imune (MACCALLI; GIANNARELLI;
CAPOCEFALO; PILLA et al., 2016). Estudos revelam que o melanoma regula de forma
negativa a expressdao de MHC de classe I, evitando a ativagdo de células T e eliminagdo do
tumor (CABRERA, 2007). O melanoma, possui estratégias para evitar a deteccéo e ativacéo de
células CD8+ (HARLIN; KUNA; PETERSON; MENG et al., 2006). A liberacéo de citocinas
imunossupressoras dentro do MAT e a regulacdo positivas de moléculas de checkpoints nas
célula T (WHITESIDE, 2008). Ja na fase de disseminacao cancerosas, as células do melanoma
modulam o MAT para um perfil imunossupressor caracterizado pelo infiltrado de linfocitos T
reguladores (Treg), o aumento da expressao de marcadores de checkpoint imunologicos como
0 CTLA-4 e PD-1 e promocdo da neoangiogénese (HANAHAN; COUSSENS, 2012) A
aquisicdo dessas caracteristicas, permite a disponibilidade de nutrientes para atender a alta

demanda das células tumorais em proliferacao, o que permite a formacéo de uma rede estromal
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e expbe as células T a metabdlitos supressores, resultando na exaustdo das células T e na
reducdo da eficiéncia de sua fungéo efetora (CHANG; PEARCE, 2016). Considerando que as
células do MAT interagem entre si, neste trabalho investigou-se como a deplecdo das SC

interfere na imunovigilancia do melanoma.
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3. JUSTIFICATIVA

O conceito de que o sistema nervoso periférico regula a progressdo do cancer é novo, e
pouco se sabe sobre as células gliais associadas aos nervos periféricos no microambiente
tumoral. Durante décadas, as células de Schwann receberam pouca atencdo nesse cenario.
Diante disso, fazem-se necessarios estudos para elucidar o papel dessas células no

microambiente tumoral.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

- Analisar o papel das células de Schwann na progressdo tumoral do melanoma murino
B16F10 in vivo.

4.2 Objetivos Especificos

- Identificar as células Schwann no microambiente do melanoma utilizando o modelo
genético PLP1CreER/TdTomato.

- Induzir, o melanoma por meio de injecbes de células B16F10 em camundongos
PLP1CreER'/iDTR";

- Depletar as células de Schwann, utilizando camundongos geneticamente modificados
PLP1CreER'/iDTR";

- Analisar o efeito da deplecdo das células de Schwann na progressdo do melanoma;
- Avaliar a angiogénese no microambiente tumoral dos animais PLP1CreER"iDTR?;

- Identificar se ha diferenca na taxa de proliferacdo celular no microambiente tumoral

de animais os quais as células de Schwann foram depletadas;

- Avaliar o perfil da resposta imune tumoral em animais nos quais as células de

Schwann foram depletadas;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos da linhagem PLP1CreER (DOERFLINGER;
MACKLIN; POPKO, 2003) (Jackson Laboratory, cddigo #005975) mantidos no fundo
genético C57BL/6, nos quais a expressdo de Cre estad sob controle do promotor do gene Proteina
Proteolipidica 1 (PLP1) e sua atividade estd condicionada a ativacdo de um receptor de
estrogeno modificado (ER). PLP1 é um componente predominante da bainha de mielina
produzidas pelas SC. Os animais foram genotipados utilizando primers com as sequéncias:
Forward: 5- GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTATC- 3; Reverse 5’- GTG AAA CAG
CAT TGC TGT CACTT-3". Para a visualizacdo das células de Schwann no microambiente
tumoral foi realizado o cruzamento entre os modelos PLP1CreER*/M* ¢ 0 Rosa26 loxP
STOPcodon loxP/TdTomato. O modelo TdTomato possui a sequéncia codificadora de uma
proteina que produz fluorescéncia vermelha inserido em um gene que é expresso em todas as
células. A sequéncia desta proteina é antecedida por um cassete que para a transcricdo
(STOPcodon). Este STOPcodon é flanqueado por sequéncias que sao reconhecidas pela enzima
Cre recombinase. Desse modo, a Cre recombinase presente nestas células ird reconhecer as
sequéncias que falqueiam o STOP cddon as quais serdo clivadas, o que permitird que a proteina
que produz fluorescéncia vermelha seja expressa nas SC nesse modelo
(PLP1CreER/TdTomato). Para a deplecdo das SC, os camundongos PLP1CreER foram
cruzados com animais iDTR, que possuem um gene que codifica o0 Receptor de Toxina Diftérica
(DTR) sob controle do promotor do gene constitutivo Rosa26 (BUCH; HEPPNER; TERTILT;
HEINEN et al., 2005). Nesses animais, a expressdo do iDTR € impedida por uma sequéncia
loxP-STOP-loxP, que é removida pela Cre recombinase. Em camundongos, PLP1CreErt/™ox
Rosa26 loxP iDTR */F°* (PLP1CreER'/iDTR") a remocdo do cassete loxP-stop-loxP (LSL)
ocorre pela atividade da recombinase Cre que é induzida pela a administracdo de tamoxifeno
gue leva a expressdo do DTR nas células que expressam a Cre. Diante disso, apds a
administracdo de Toxina Diftérica (TD) apenas as SC que expressarem o receptor de TD
sofrerdo apoptose. Os camundongos da mesma ninhada heterozigotos para iDTR, mas sem a
expressdo da recombinase Cre, foram usados como controles (camundongos PLP1CreER/
iDTR™).
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5.2 Manutenc¢ao dos animais

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e ambiente controlado com livre acesso a
agua e racdo ad libitum, durante todo o periodo do experimento. Para a realizacao deste estudo
os animais foram divididos em grupos (caixas) com 5 (cinco) animais cada. Os grupos foram
denominados de acordo com o genotipo dos animais € como “Teste” ou “Controle” em relagao
a deplecdo das celulas de Scwhann e a inducéo do tumor. Apds a divisdo dos grupos, 0s animais
foram observados diariamente verificando: mortalidade, sinais clinicos, variagdes no peso

corporal e no consumo de agua e racao.

5.3 Administracao de tamoxifeno

Para a inducdo da recombinase Cre, foi realizada a administracdo de tamoxifeno por via
intraperitoneal, diluido em dleo de semente de girassol (ASADA; KUNISAKI; PIERCE;
WANG et al.,, 2017; HERRING; HOGGATT; BURLAK; OFFERMANNS, 2014). Foram
administrados 200 uL / dia contendo 2 mg de tamoxifeno por 5 dias a cada animal (Herring, et
al. 2014; Schmit, et al. 2014).

5.4 Deplecéo por toxina difteria

Para a deplecéo das células de Schwann, os camundongos PLP1CreEr*/iDTR* receberam por
via intraperitoneal. Duas doses de TD de 2 ug em dois dias consecutivos, que foi diluida em
PBS 1x conforme (NIKOLAKOPOULOU; MONTAGNE; KISLER; DAI et al., 2019). Apds a
administracdo da TD, ela se liga aos receptores especificos da superficie celular e &
internalizada por endocitose mediada por receptor (BUCH; HEPPNER; TERTILT; HEINEN
et al., 2005). Em seguida, a acidificacdo do endossomo, o fragmento A catalitico da toxina é
translocado para o citosol, inibindo a sintese de proteinas pela ribosilacdo ADP do fator de
alongamento 2, o que ocasiona a morte das células que expressam esse receptor (CHA,
CHANG; RICHARDSON; EIDELS, 2003).

5.5 Linhagens tumorais

Utilizou-se a linhagem celular B16F10, obtida da American Type Cell Culture (ATCC), para
inducdo do melanoma murino. As células foram mantidas em meio RPMI (Sigma, San Louis,
MO) + 10% de Soro Fetal Bovino (FBS, Life Technologies, Carlsbad, CA) incubadas a 37°C

com 5% CO2. Foram utilizadas para experimentos in vivo até a 52 passagem.

5.7 Inducédo tumoral
Para a implantagdo tumoral, as células B16F10 foram suspensas em PBS e a verificacdo da
viabilidade celular foi realizada por meio da coloragdo de azul de tripan. Somente quando a
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viabilidade celular era superior a 90%, o lote de células era considerado para injecdo. Para
aplicacdo subcutanea, a pele de todos os camundongos com idade de 8-12 semanas foram
tricotomizados no local da injecdo. Foram injetadas 1x10° células em 100 puL de PBS 1x por
via subcutanea no flanco direito de cada animal e o crescimento dos tumores foi monitorado
até a eutandsia. A progressdo tumoral foi avaliada ao longo do tempo com um auxilio do
paquimetro, conforme relatado anteriormente (BOHN; RAPP; LUTHER; KLEIN et al., 2018;
PRAZERES; LEONEL; SILVA; ROCHA et al., 2020). O comprimento (L) e largura (W) foram
medidos para calcular o volume do tumor (V) usando a formula V = 0,5 x (L x W?). A éarea do
tumor foi calculada ap6s a eutanésia usando fotografias calibradas de cada tumor utilizando o
software Fiji ®, versao 1.53 (National Institute of Health, Bethesda, MD).

5.8 Imunofluorescéncia e microscopia

Os camundongos foram anestesiados com cloridrato de xylasina (10mg/kg) e cloridrato de
ketamina (80mg/kg). Apds a eutandsia, os tumores foram dissecados e fixados a 4° C em
paraformaldeido tamponado a 4% (PFA, pH = 7,4) overnight. Em seguida, foram transferidos
para sacarose a 30% em PBS 1x durante 48 horas para posteriormente serem incluidos e
congelados em composto de temperatura de corte ideal (OCT, Tissue - Tek) e conservados em
um freezer a -80° C. Foram realizados cortes em secgdes de 20 ou 40 um em criostato da marca
Leica modelo CM1850. Para realizacdo da imunofluorescéncia, as sec¢des foram bloqueadas
por 2 horas em BSA a 3% em PBS + Triton a 0,5% e imunomarcadas com 0s seguintes
anticorpos: CD31-PE para angiogénese (diluicdo 1: 100) (BioLegend), Ki67 que marca
proliferacdo celular (diluigdo 1: 100) (BD Biociéncias), e anti - guinea-pig - AlexaFluor - 647
(1: 1000) (Life Technologies). Por fim, as sec¢Bes foram coradas com DAPI para visualizacéo
nuclear e montadas em meio de montagem de fluorescéncia Dako (Dako, Santa Clara, CA). As
secOes coradas foram fotografadas em um microscopio confocal Zeiss LSM 880 invertidos
(Oberkochen, Alemanha). A Area de CD31, diametro, comprimento do vaso, nimero de células
Ki67+ e a intensidade média de fluorescéncia (MFI) foram quantificadas usando o software Fiji
®, versdo 1.53 (National Institute of Health).

5.9 Imunofenotipagem de leucaocitos infiltrantes de tumor e medicéo de citocinas
intracelulares

Tecidos tumorais foram macerados e filtrados através do cell strainer de 40 um, para isolar as
células utilizadas para imunofenotipagem. As células foram lavadas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), incubadas com solugdo Live/Dead (Invitrogen), para exclusdo

de células mortas, e com anticorpos monoclonais, lavadas, fixadas e permeabilizadas (conjunto
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de tampdo de coloracdo FoxP3, eBioscience) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
anticorpos estdo listados na Tabela 1. A aquisicdo foi realizada em um citometro LSR-
FORTESSA. Para analises e exclusdo de debris, combinacGes de fluorocromos foram
realizadas, para remover doublets, adotamos a estratégia de gating utilizando forward scatter
area (FSC-A) versus forward scatter height (FSC-H), de modo a ser realizada uma anélise de
boolean de intersecdo dos gating anteriores. Apenas leucdcitos vivos foram selecionados
através da estratégia de gating de Live/Dead versus CD45. Avaliamos diferentes subpopulacdes
de celulas imunes com base em marcadores moleculares de cada subconjunto celular: células T
CD4 + (CD4 +/ CD3 +), células T CDS8 + (CD8 + / CD3 +), células T yo (CD3 +/ CD4—/
CD8~ / TCRyd +) Células NKT (CD3 +/ NK +), células T regulatorias (Foxp3 + / CD4 + /
CD3 +), células NK (CD3—/NK +). Os leucdcitos infiltrantes de tumor foram estimulados com
células tumorais autologas por 4 h na presenca de Brefeldina A (ThermoFisher) e Monensina
(ThermoFisher). Leucdcitos infiltrantes de tumor foram corados com mAbs especificos para
proteinas de superficie antes da fixacdo e permeabilizacdo. As células permeabilizadas foram
entdo coradas com anti-IFN-y e anti-IL-17 (LECLERC; VOILIN; GROS; CORGNAC et al.,
2019) Ki-67 é um fator nuclear transcrito no final G1, S, G2 e M do ciclo celular, portanto,
marca células em proliferacdo (GERDES; LEMKE; BAISCH; WACKER et al., 1984; SENA;
ROCHA; PICOLI; SANTOS et al., 2021). Assim, avaliamos a proliferacdo em células
negativas para CD45 viaveis, sugerindo proliferacdo das células do microambiente tumoral.
GraphPad Prism V7.0 (software GraphPad) e FlowJo VV10.4.11 (TreeStar) foram usados para
analise de dados e apresentacdo grafica. A relagdo do numero absoluto de células foi realizada
com base no nimero total de células (células/ml) vezes a frequéncia de células adquiridas

dividido pela massa tumoral.

6. Analise estatistica
Os gréaficos foram tragcados usando GraphPad Prism 7 (San Diego, CA). O teste de normalidade
Shapiro-Wilk foi realizado, e o teste t ndo pareado foi usado para determinar a significancia

estatistica. Os valores de p< 0,05 foram considerados como significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 As SC estdo presentes no microambiente do melanoma

Para examinar se as células de Schwann (SC) estéo presentes no microambiente do melanoma,
foi utilizado o modelo de camundongo PLP1CreER/TdTomato que apds administracdo de
tamoxifeno, apenas as SC irdo expressar a fluorescéncia endégena TdTomato (Fig.12A).
Conforme avaliado nas marcac¢des por imunofluorescéncia para GFAP, p75-NGFr, e pela
expressdo enddégena de TdTomato, as células Schwann estdo presentes no microambiente
tumoral do melanoma (Fig12.B). Os resultados obtidos, foram confirmados pela analise de
citometria de fluxo (Figl12.C e D).
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Figura 12. As células de Schwann estao presentes no microambiente do melanoma. A.
Representacdo esquematica do crescimento subcutaneo de aloenxerto de melanoma. 1x10°
células de melanoma B16F10 foram injetadas por via subcutanea em camundongos
PLP1CreER/TdTomato, a ressec¢do tumoral foi realizada 16 dias ap6s. Fotomicrografias
representativas de uma secdo de tumor de melanoma mostrando células PLP1-TdTomato + que
expressam NGFR e GFAP. Barras de escala, 10 um.C e D. O marcador CD45 foi utilizado para
a esclusdo de leucdcitos. O gating inicial foi feito, portanto em células CD45 negativas viaveis
(CD457 Live).
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7.2 Geragéo de um modelo de deplecéo de SC

Para avaliar a funcdo das células de Schwann no crescimento do melanoma, foi gerado um
modelo de deplecdo genética de SC mediada pela ativacdo da recombinase Cre e tratamento
com toxina diftérica (Fig. 13A). Em seguida, foi realizado o transplante de células de melanoma
B16F10 em camundongos com SC depletadas (PLP1CreER*/iDTR") e seus controles ndo
depletados (PLP1CreER/iDTRY) (Fig. 13B). Os animais foram eutanasiados e 0s tumores e

outros orgdos foram coletados.
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Figura 13. Diagrama esquematico do modelo experimental de deplecéo de SC. A. Induc¢édo
da atividade da recombinase Cre ap0s a administracao de tamoxifeno, direciona a expressao do
DTR nas células de Schwann. Em seguida, foi realizada a administracdo da toxina da diftérica
para induzir a deplecdo de SC em camundongos PLP1CreER*/iDTR". B. Representa¢do do
protocolo para crescimento subcutaneo de melanoma de aloenxerto. Camundongos PLP1CreEr
/iDTR* (n = 6) e PLP1CreEr*/iDTR* (n = 9) foram tratados por 5 dias com 2 mg/dia de
Tamoxifeno diluido em oleo de girassol. Ap6s 8 dias de indugdo, os camundongos foram
tratados com duas doses consecutivas de 2 pg de toxina diftérica. Ap6s 4 dias da administracdo
de TD, os camundongos foram injetados com 1x10° células de melanoma B16F10 por via

subcutanea. Os tumores e outros tecidos foram removidos para analises apés 16 dias.
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7.3 A deplecéo genética das SC reduz o crescimento do melanoma, a angiogénese e a
proliferacédo tumoral

Apds 16 dias do transplante de células cancerosas, houve uma reducao no desenvolvimento do
melanoma (de 0,90 + 0,23 para 0,30 + 0,07 SEM Figl14. A); peso do tumor por peso corporal
reduzido de 0,03 + 0,01 a 0,01 £ 0,002; &rea do tumor reduzida de 2,13 + 0,50 para 0,95 + 0,11
cm?®, o volume do tumor reduzido de 2,76 + 1,07 para 0,37 + 0,05 mm?; Fig.14B, C e D) nos
animais depletados para SC (PLP1CreER*/iDTR*) em relacdo aos seus controles ndo
depletados (PLP1CreER/iDTRY). J4 as analises da area da vasculatura intratumoral revelaram
uma reducéo na angiogénese (de 0,31 + 0,01 a 0,20 + 0,03 pm? de area de CD31 + / um? de
area do tumor), diminuicéo do didmetro dos vasos (de 21,05+ 1,16 a 14,09 + 3,04 um) e reducéo
do comprimento (de 148,5 + 18,3 a 101,8 + 11,59 mm / pm?) (Fig. 14F e H). Além disso, a
auséncia das células de Schwann resultou no decréscimo no nimero de células em proliferacédo
dentro do tumor (de 27,33 + 6,89 para 8,00 + 3,51%) como observado analise de
imunofluorescéncia (Fig. 14G e 1), e de 59,20 + 5,50 para 31,30 £ 5,55% como analisado para
células ndo imunes por citometria de fluxo (CD45-/Ki67+) (Fig.14J). Em conjunto, os dados

sugerem que a deplecdo das células de Schwann reduz o desenvolvimento do melanoma.
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Figura 14. A ablacdo genética de SC diminui o crescimento do melanoma. A. Imagens
macroscopicas representativas de tumores de melanoma B16F10 apds dissecgédo, painel
esquerdo (PLP1CreER/IiDTR") e painel direito (PLP1CreER'/iDTR"). B. Peso do tumor
(PLP1CreER/iDTR™: 0,89 + 0,23 g; PLP1CreER*/iDTR™: 0,29 £ 0,06 g). C. Peso do tumor
corrigido pelo peso corporal do animal PLP1CreER/iDTR™: 0,03 + 0,01; PLP1CreER"iDTR*:
0,01 + 0,002). D. Area do tumor (PLP1CreER/iDTR*: 2,13 + 0,48 cm?; PLP1CreER/iDTR*:
0,95 + 0,10 cm?). E. Volume do tumor (PLP1CreER/iDTR*: 2,76 + 1,069 mm3
PLP1CreER'/iDTR": 0,36 + 0,05 mm?®). F. Imagens representativas de imunofluorescéncia de
secOes tumorais de camundongos PLP1CreER/iDTR" e PLP1CreER*/iDTR™ marcados para
células endoteliais (CD31; vermelho) para identificacdo de vasos sanguineos e nucleo (DAPI;

azul). H. Quantificacdo da angiogénese intratumoral em animais PLP1CreER/iDTR" e
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PLP1CreER"/iDTR" por area de vaso sanguineo, diametro e comprimento. G. Imagens de
imunofluorescéncia representativas de secdes de melanoma de camundongos animais
PLP1CreER/iDTR" e PLP1CreER*/iDTR" (Ki67; verde) para identificar a proliferacdo celular
e nucleos (DAPI; azul). 1. Quantificacdo da proliferacdo em melanomas de animais
PLP1CreER/IDTR" e PLP1CreER"/iDTR". J. Quantificacdo da proliferagdo (Ki67 +) por
citometria de fluxo em células CD45- de tumores de camundongos PLP1CreER/iDTR" e
PLP1CreER*/iDTR*. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Teste t ndo pareado (ns
P> 0,05; * P <0,05; ** P <0,01). Barras de escala, 50 pum.
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7.4 A deplecéao genética de células de Shwann afeta a resposta imune tumoral

Com o intuito de avaliar, como a resposta imune tumoral € modulada pelas células de Schwann,
foi realizada a analise de imunofenotipagem, por citometria de fluxo. Foi detectado um aumento
em nGmero absoluto nas células T CD4 + infiltrantes (de 1,70x107 + 2,77x10° a 4,42 x107 +
8,44x10° células por mg de tumor), células T CD8 + (de 3,09x10° + 1,58x106 a 2,87x10’ +
6,62x10° células por mg de tumor), células Ty (de 6,20x107 + 1,47x10" a 1,37x108 + 2,54x10’
células por mg de tumor) (Fig. 15A, B e C), células NKT (de 1,33x10" + 3,52x10° a 2,68x10’
+ 2,76x10° células por mg de tumor) e células NK (de 1,16 x10’ + 3,05x10° a 3,40x10’ +
5,20x10° células por mg de tumor) (Fig. 15D e E).
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Figura 15. A deplecdo das SC promove o aumento de células imunes no tumor. Anélises
ex-vivo de linfdcitos tumorais em camundongos controle PLP1CreER/iDTR™ (n = 6) e com SC
depletadas PLP1CreER*/iDTR* (n = 9). A. NUmero absoluto de células T CD4 + (PLP1CreER"
[iDTR*: 1,70x10" + 2,77x10° células por mg de tumor; PLP1CreER*/iDTR* 4,42x10" +
8,44x10° células por mg de tumor). B. Células T CD8 + (PLP1CreER/iDTR" + 1,58x10°
células por mg de tumor; PLP1CreER*/iDTR": 2,87x10" + 6,62x10° células por mg de tumor).
C. Numero absoluto de células Ty (PLP1CreER/iDTR™: 6,20x107 + 1,47x107 células por mg
de tumor; PLP1CreER+/iDTR+: 1,37x108 + 2,54x107 células por mg de tumor). D. NKT células
(PLP1CreER/iDTR*: 1,33x10" + 3,52x10° células por mg de tumor; PLP1CreER*/iDTR":
2,68x107 + 2,76x10° células por mg de tumor). E. Células NK (PLP1CreER/iDTR": 1,16x10’
+ 3,05x10° células por mg de tumor; PLP1CreER*/iDTR*: 3,40x10" + 5,20x10° células por mg
de tumor) de tumores de camundongos inoculados com B16F10. Os dados séo apresentados

como média + SEM. Teste t ndo pareado (ns P> 0,05; * P <0,05; ** P <0,01).
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7.5 A deplecao de células de Schwann modula a expressdo de marcadores de checkpoint
imunoldgico

Realizada a analise por meio de citometria de fluxo afim de avaliar se as células SC séo capazes
de modular expressdo dos marcadores de checkpoint imunoldgico. Os resultados obtidos
demostram que a deplecdo de células de Schwann reduziu a expressdo dos marcadores de
checkpoint imunoldgicos (Fig. 16). A porcentagem de linfocitos CD4 + que expressam CTLA-
4 diminuiu de: 50,05 + 8,19% em animais controles (PLP1-CreER7/ iDTR ¥), para 22,66 *
5,21% em animais depletados (PLP1CreEr/ iDTR™) (Fig. 16A). De maneira semelhante, a
porcentagem de linfécitos CD4 + que expressam PD-1 diminuiu de 12,25 + 2,98% em
camundongos controle PLP1CreER/iDTR™ para 2,62 + 1,52% em camundongos depletados
PLP1CreER*/iDTR™ (Fig. 16B). A porcentagem de linfocitos citotdxicos CD8 + que expressam
PD-1 também diminuiu de 21,7 £ 9,91% em animais controles (PLP1-CreER/iDTR") para 6,51
* 1,28% em animais depletados (Fig. 16E), enquanto a expressao de CTLA-4 ndo variou nestas
células (Fig. 16D). A porcentagem de células yo T que expressam PD-1 diminuiu de 27,58 +
5,69% em camundongos controle PLP1CreER/iDTR™ para 6,52 + 1,12% em camundongos
depletados PLP1CreER* iDTR" (Fig. 16H); da mesma forma, a porcentagem de células NKT
que expressam PD-1 diminuiu de 3,75 + 0,74% em animais controles (PLP1-CreER/iDTR")
para 2,13 + 0,51% em camundongos depletados (PLP1CreER* iDTR") (Fig. 16K). A
porcentagem de células NK que expressam CTLA-4 diminuiu de 39,45 + 4,51% em animais
controles (PLP1-CreER/IiDTR") para 21,41 + 2,66% em camundongos depletados
(PLP1CreER" iDTR") (Fig. 16M); da mesma forma, a porcentagem de células NK que
expressam PD-1 diminuiu de 9,20 + 3,69% em animais controles (PLP1-CreER/iDTR") para
1,57 + 1,12% em camundongos depletados (PLP1CreER*iDTR™) (Fig. 16N). No geral, nossos
dados sugerem que a ablacdo de células de Schwann induz melhora das funcdes efetoras das

células T no microambiente tumoral.
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Figura 16. A expressdo de marcadores de checkpoint imunolégico é reduzida durante a
deplecdo das células de Schwann. As células T CD4+, T CD8+, T v, NKT e NK intratumorais
de camundongos inoculados com B16F10 foram analisadas ex vivo em animsi controle
PLP1CreER/iDTR™ (n = 6) e com SC depletadas PLP1CreER*/iDTR* (n = 9). Os graficos de
colunas mostram a expressdo CTLA-4 (A, D, G, J,e M), PD-1 (B, E, H, K, e N) e coexpressao
de CTLA-4ePD-1(C, F, I, L, e O)emcélulas T CD4 + (A, B, C), células T CD8 + (D, E,
F), células T yé (G, H, 1), células NKT (J, K, L), células NK (M, N, O).0Os dados séo

apresentados como média + SEM, teste t ndo pareado, * P <0,05; ** P <0,01.



56

7.5 A deplecdo das SC promove o aumento de DC infiltrantes no tumor

Estudos demonstram que os linfocitos sdo estimulados por células dendriticas (DCs) para
iniciar algumas de suas respostas antitumorais no microambiente do melanoma (ALVAREZ-
DOMINGUEZ; CALDERON-GONZALEZ; TERAN-NAVARRO; SALCINES-CUEVAS et
al., 2017). Diante disso, foi avaliado se as SC modulariam no nimero de DC infiltrantes no
tumor. Os resultados obtidos, revelaram que houve um aumento no nimero de DC infiltrantes
(de 2,72x10° + 7,40x10° para 8,60x10° + 2,21x10° células por mg de tumor; Fig. 17).

A
8x1007-
6x1007-

451097

IA-IET9" DC
(Celll mg of tumor)

2x100974

0-

Figura 17. A ablacéo de células de Schwann aumenta o numero de células dendriticas no
tumor. As células dendriticas foram analisadas ex-vivo em camundongos controles néo
depletados PLP1CreER/iDTR* (n = 6) e depletados PLP1CreER*/iDTR* (n = 9). A. NUmero
absoluto de células dendriticas dos melanomas de camundongos inoculados com B16F10
(PLP1CreER/iDTR*: 2,72x10° + 7,40x10° células por mg de tumor; PLP1CreER*/iDTR":
8,60x10° + 2,21x10° células por mg de tumor). Os dados sdo apresentados como média + SEM

teste t ndo pareado, * P <0,05.
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7.6 A deplecéo das SC reduz o namero de células T reguladoras no melanoma

Com objetivo de analisar se SC seriam capazes de modular o nimero de células T reguladoras
dentro do tumor, foi realizada a analise de imunofenotipagem. Houve uma reducéo de células
T reguladoras (de 4,25x10° + 7,18x10° para 1,48x10° + 4,20x10° células por mg de tumor) (Fig.
18A). Além disso, avaliamos a expressdo de marcadores de checkpoint imunol6gico, como
antigeno de linfdcito T citotoxico 4 (CTLA-4) e morte celular programada 1 (PD-1). Os
resultados obtidos, demonstram que houve um aumento na expressédo de PD-1 em células Treg,
entretanto, ndo foi observado diferenca na expressdo de CTLA-4, bem como coexpressdo destas
moleculas PD-1 e CTLA-4 (Fig. 5B e D).
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Figura 18. As SC modulam a resposta de células T reguladoras no microambiente
tumoral. Células T reguladoras de camundongos inoculados com B16F10 foram analisadas ex
vivo em PLP1CreER"/iDTR" (n = 6) e PLP1CreER*/iDTR" (n = 9) camundongos. A. Nimero
absoluto de células Treg dos melanomas de camundongos inoculados com B16F10
(PLP1CreER*/iDTR* 4,25x10° + 7,18x10° células por mg de tumor; PLP1CreER*/iDTR":
1,48x10° + 4,20x10° células por mg de tumor). Os gréaficos de colunas mostram proporcao de
CTLA-4 (B), PD-1 (C) e coexpressao de CTLA-4 / PD-1 (D) de tumores de camundongos
inoculados com B16F10. Os dados sdo apresentados como média = SEM teste t ndo pareado,

*01<P<.05 **.001<P<.
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7.7 A ablacéo das SC induz fungdes efetoras melhoradas no microambiente tumoral

Relatado que linfécitos CD4 + e CD8 + secretando IL-17 e interferon-y (IFN-y) promovem a
regressdao do melanoma (MARTIN-OROZCO; MURANSKI; CHUNG; YANG et al., 2009;
MURANSKI; BONI; ANTONY; CASSARD et al., 2008). Aqui, detectamos em resposta a
deplecdo de células de Schwann um aumento nas células T CD4 + intratumorais produtoras de
IL-17 (de 2,18x10 + 5,29x10° a 6,01x10" + 1,08x10’ células por mg de tumor), bem como
células T CD8 + produtoras de IL-17 (de 2,58x10° + 1,37x10° a 2,54x10" + 9,83x10° células
por mg de tumor) e células T CD8 + produtoras de IFN-y (de 4,98x10°8 + 2,17x10° a 1,84x10’
+ 4,76x106 células por mg de tumor) (Fig. 19A). Além disso, avaliamos a secrecdo de IL-17 e
interferon-y (IFN-y) pelas células T yd, NKT e NK (Fig. 19B). Detectamos em resposta a
deplecéo de células de Schwann um aumento nas células T vy intratumorais produtoras de IL-
17 (de 3,92x10° + 1,19x10° a 5,32x10" + 1,16x10’células por mg de tumor), nas células NKT
produtoras de IL-17 (de 3,35x10" + 4,75x10° a 1,30x10" + 1,78x10° células por mg de tumor)
bem como nas células NK + produtoras de IL-17 (de 4,10x107 + 6,43x10% a 1,72x107+ 6,07x10’
células por mg de tumor) (Fig. 17B). Ao todo, nossos dados sugerem que a ablacdo genética
das células de Schwann altera a vigilancia imunoldgica o que favorece a producéo de citocinas

e afeta o desenvolvimento do melanoma.
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Figura 19. A ablacéo das SC induziu uma melhor resposta das células T efetora.

Os tumores dos camundongos inoculados com B16F10 foram analisados apds 4 horas de
cultura. A. Os graficos de colunas mostram nimeros absolutos de células T CD4 + e CD8 +
produtoras de IFN-y e IL-17. Os niveis de citocinas foram medidos em células isoladas de
tumores de animais PLP1-CreER"/ iDTR * e PLP1-CreER */iDTR " inoculados com B16F10.
B. As células T v, células NKT e celulas NK que produzem IFN-y e IL-17. Os niveis de
citocinas foram medidos em células isoladas de tumores de camundongos PLP1-CreER"/iDTR
e PLP1-CreER " /iDTR *. Os dados séo apresentados como média + SEM, teste t ndo pareado,
* 0,01 <P <0,05; **. 001 <P <.01.
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8. DISCUSSAO

No presente estudo, foi demonstrado que a ablacdo genética das células de Schwann
induziu a regressao do melanoma com diminuig@o no crescimento do tumor e na formacao de
novos vasos sanguineos, bem como um reforgo na vigilancia imunoldgica antitumoral. Este
trabalho indica que o direcionamento de celulas PLP1 + no microambiente tumoral representa
um novo caminho de estudo que podera contribuir para o desenvolvimento futuro de terapias

direcionadas para o tratamento do cancer.

Os tumores sdo estruturas semelhantes a 6rgdos complexos contendo uma variedade de
tipos de células, incluindo células cancerosas diferenciadas, células iniciadoras de cancer,
células imunes, adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais, pericitos e outros; todos 0s quais
tém a capacidade de interagir reciprocamente, impactando o resultado da doenca oncoldgica
(KAPLAN; RIBA; ZACHAROULIS; BRAMLEY et al., 2005; MCALLISTER; GIFFORD;
GREINER; KELLEHER et al., 2008). Aqui, identificamos células de Schwann intratumorais
identificadas pela expressdo dos marcadores GFAP e PLP1. Estudos futuros devem explorar se
é como essas células interagem com todos o0s outros componentes celulares do microambiente

tumoral.

As populacBes de células heterogéneas dentro do tumor sdo altamente plasticas,
alterando sua expressdo génica, morfologia e fungdo em resposta ao ambiente do
microambiente tumoral (KAPLAN; RIBA; ZACHAROULIS; BRAMLEY et al., 2005;
MCALLISTER; GIFFORD; GREINER; KELLEHER et al., 2008). As células de Schwann
podem ser ativadas por uma variedade de condi¢des (CAMPANA, 2007; RODELLA; NEGRO;
SCORZETO; BERGAMIN et al., 2017). Embora a capacidade das células de Schwann ativadas
de se desprender das fibras nervosas tenha sido descrita anteriormente, como durante a
degeneracdo Walleriana (YANG; ZHANG; MAK; BONDER et al.,, 2008) os gatilhos
moleculares que recrutam as células de Schwann residentes na pele em direcdo aos
microabinete do melanoma e a importancia da comunicacgéo entre as diferentes populacdes de
células intratumorais ainda precisam ser exploradas (CRISAN; CORSELLI; CHEN; PEAULT,
2012; WANJARE; KUSUMA; GERECHT, 2013).

Aqui, mostramos que a delecdo genética de células de Schwann enddgenas reduz o
crescimento do melanoma. Estudos anteriores, usando células de Schwann mielinizantes

isoladas de nervos ciaticos, sugeriram que o transplante dessas células de Schwann estimula o
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crescimento do tumor (SHURIN; KRUGLOV; DING; LIN et al., 2019). Além disso, 0s
resultados aqui obtidos revelam que a delecdo das ceélulas de Schwann afeta a resposta
imunolodgica antitumoral. Dessa forma, progressao do tumor é afetada pela complexa interacéo
entre as células cancerosas e os diferentes componentes do sistema imunologico (BHATIA,;
KUMAR, 2011). As celulas cancerosas podem causar a interrup¢éo da imunidade do organismo
para ultrapassar e escapar do controle do sistema imunolégico (MITTAL; GUBIN;
SCHREIBER; SMYTH, 2014; PASSARELLI; MANNAVOLA; STUCCI; TUCCI et al.,
2017). Com isso, o papel das células de Schwann nessas interagdes permanece completamente
desconhecido, ja que os linfocitos sdo os elementos imunoldgicos dominantes encontrados
infiltrando o microambiente tumoral. Sua composicao se correlaciona com a sobrevivéncia dos
pacientes (CLARK; ELDER; GUERRY; BRAITMAN et al., 1989; CLEMENTE; MIHM;
BUFALINO; ZURRIDA et al., 1996; HUSSEIN; ELSERS; FADEL; OMAR, 2006).

Embora as células T CD8 +, células T CD4 +, células T y6 e células NK tenham
demonstrado agir contra as células malignas, as células T reguladoras desempenham papéis
pré-tumorigénicos (FRIDMAN; PAGES; SAUTES-FRIDMAN; GALON, 2012; GERBER;
MUNST; SCHLAPBACH; SHAFIGHI et al., 2014; GIRARDI; OPPENHEIM; STEELE;
LEWIS et al., 2001; GOODEN; DE BOCK; LEFFERS; DAEMEN et al., 2011; HE; HAO;
DONG; GAO et al., 2010; HUNTINGTON; VOSSHENRICH; DI SANTO, 2007,
KOBAYASHI; HIRAOKA; YAMAGAMI; OJIMA et al., 2007; ROSENBERG; PACKARD;
AEBERSOLD; SOLOMON et al., 1988). Os resultados aqui demonstrado, revelam um
aumento de células T CDS8 +, células T CD4 +, células T yo e células NK e uma reducao de
células T reguladoras no infiltrado tumoral durante a reducdo do tumor desencadeada pela
ablagdo genética das células de Schwann (ZU HORSTE; HU; HARTUNG; LEHMANN et al.,
2008). Além disso, foi observado um aumento de células dendriticas com mais expressao de
MHC-I1 em animais com menor desenvolvimento tumoral, 0 que indica maior capacidade de
apresentacdo antigénica para células que apresentaram menor frequéncia de marcadores de
disfuncgéo celular (ZHANG; SHURIN; KHOSRAVI; KAZI et al., 2020). Estudos demonstram
que a expressdao de moléculas de checkpoint imunolégico como, PD-1 e CTLA-4 séo
frequentemente expressas por células tumorais e atuam como poderosos indutores de tolerancia
imunologica (WALDMAN; FRITZ; LENARDO, 2020). Estratégias terapéuticas de utilizacdo
de anticorpos monoclonais direcionados a essas moléculas foram desenvolvidas como um
método de impedir a sinalizag&o inibitdria nas células T CD8+ e, assim, habilitar a atividade
citotoxica a tumores (FRITZ; LENARDO, 2019; PARDOLL, 2012). Descobrimos que as
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celulas imunes infiltradas no tumor diminuem sua expressdo de PD1 e CTLA-4, possivelmente
indicando que essas células estdo "menos exaustas” no microambiente do melanoma apds a
deplecéo das células de Schwann. Os fendtipos mais ativos de linfocitos tém sido associados
ao aumento na producéo de citocinas. Uma variedade de linfécitos é capaz de produzir IL-17,
corroborado com os resultados obtidos neste trabalho (BUONOCORE; AHERN; UHLIG;
IVANOV et al., 2010; CIRIC; EL-BEHI; CABRERA; ZHANG et al., 2009; CUPEDO;
CRELLIN; PAPAZIAN; ROMBOUTS et al., 2009). Assim, nossos achados gerais sugerem
que a delecdo das células de Schwann contribui para 0 aumento da resposta imune contra o
tumor. Estudos futuros precisardo explorar os mecanismos moleculares exatos envolvidos nas

interagBes das células de Schwann e células do sistema imunoldgico no microambiente tumoral.

Além disso, as células de Schwann estdo no centro do processo regenerativo do SNP
principalmente por causa de sua capacidade de se transdiferenciar em um fendétipo reparador
(BALAKRISHNAN; BELFIORE; CHU; FLEMING et al.,, 2020; JESSEN; MIRSKY;
LLOYD, 2015). Estudos revelaram que as células malignas induzem alteragcdes na expressao
génica das células Schwann para um perfil reparador (DEBORDE; OMELCHENKO;
LYUBCHIK; ZHOU et al., 2016; SHURIN; KRUGLOV; DING; LIN et al., 2019). Embora
alguns estudos in vitro sugiram que as células de Schwann podem induzir a progressdo do
cancer pela producdo de moléculas pré-tumorgénicas (FERDOUSHI; LI; GRIFFIN;
FAULKNER et al., 2020; ROGER; MARTEL; BERTRAND-CHAPEL; DEPOLLIER et al.,
2019; SALVO; TU; SCHEFF; DUBEYKOVSKAYA et al., 2021), permanece desconhecido
quais moléculas sdo essenciais para o papel das células de Schwann enddgenas no
microambiente tumoral in vivo. Portanto, estudos futuros devem explorar completamente 0s
mecanismos moleculares pelos quais as células de Schwann enddgenas promovem o
crescimento do tumor, por deplecdo genética de moléculas individuais especificamente das
células de Schwann in vivo e in vitro por exemplo, usando tecnologias sofisticadas de Cre/loxP

em combinacdo com modelos tumorais in vivo.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho, implicam que as células Schwann sdo um
componente importante do microambiente tumoral. Também foi demostrado que a ablagédo
genética dessas células induz a regressdo do tumor e uma resposta imune antimoral mais efetiva.
Compreender a capacidade das células de Schwann de modular a resposta imune tumoral tém
implicacbes importantes para desvendar o microambiente tumoral. Nesse intuito, 0s
conhecimentos obtidos a partir dessas interacdes permitirdo o desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos mais precisos no combate ao cancer.

Intact Schwann cells Genetic ablation of Schwann cells

Blood vessels

Tumor-infiltrating
Schwann cells

Figura 20. llustragdo esquematica resumindo os resultados da ablagédo das células de

Schwann no microambiente do melanoma.
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11.1 Protocolo para genotipagem do gene da Cre.

Protocol Primers

PRIMER

olMR1084

o0IMR1085

0IMR7338

oIMR7339

5
LABEL

. 3
SEQUENCE 5 — 3 LageL  PRMERTYPE REACTION NOTE
GCG GTC TGG CAG TAAAAACTA Cre
Transgene Forward A
TC F
GTG AAA CAG CATTGC TGT CAC Cre
Transgene Reverse A
T R
CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA Internal Positive Control
A
TCT Forward
GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC Internal Positive Control A
ATCC Reverse
Cycling
STEP =" TME NOTE
1 94.0 -
2 94.0 -
3 650 - -0.5 C per cycle decrease
4 68.0 -
5 _ repeat steps 2-4 for 10 cycles
(Touchdown)
6 94.0 -
7 60.0 -
8 72.0 -
9 - repeat steps 6-8 for 28 cycles
10 72.0 -
11 10.0 - hold

- Cl+ T2+ C-
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11.1 Aprovagcéo do Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMG

UHIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

i , CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO . .

Certificames que o projeto intitulado "PAPEL DAS CELULAS DE SCHWANN MA PROGRESSAD DO MELANOMA,
MURIMO EXPERIMENTAL", protocolo do CEUA: 2162020 sob a responsabilidads de Alexander Birbrair gque envolve
a produgdo, manutencio efou utiizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica {ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Macional
de Controle da Experimentagio Animal {COMCEA), & fol aprovado pela COMISSAO DE ETICA MO USO DE
AMIMAIS (CEUA) DA UNINERSIDADE FEDERAL DE MIMAS GERAIS, em reunifio de O7M 22020,

Vigéneia da Autorizagdo 07TH 212020 a 061 22025

Finalidade

Pesquisa

*Especiellinhagem

Camundongo transgénico /
C57BLE-PLP1-creER--Tomato+ iDTR+

N? de animais

3

Pesoildade 239 [ Blzemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério do departamento de Patologia Germral - F3 sala

313

*Espéciellinhagem

Camundongo transgénico /
C57BLE-PLP1-creER+: Tomato iDTR+

N® de animais

3

Pesaoildade 253q [ Blzemanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério do departamento de Patologia Gerral - F3 sala

33

*Ezpéciellinhagem

Camundongo transgénico / C5TBELE-PLP1-creER

N? de animais

3

Pesolldade 25g [ Bizemanas)
Sexo femining
Origem Biotério do departamento de Patologia Germral - F3 sala

313

*Espéciellinhagem

Camundongo transgénico / C5TBLE - LSL-TdTomato
(++]

N de animais

3

Pesaoildade 253q [ Blzemanas)
Sexo masculing
Origem Biotério do departamento de Patologia Gerral - F3 sala

33

*Espéciellinhagem

Camundongo transgénico / CSTBLE - LSLADTRI{++)

N® de animais

3

Pesaolldade

25g [ Bizemanas)




12. ANEXOS

12.1 Tabelal: Anticorpos utilizados na analise de citometria de fluxo

Antigen Fluorochrome Clone Company

CD3 eFluor450 145-2C11 ThermoFhisher
CD8a eFluor 450 53-6.7 ThermoFhisher
CDl11c eFluor 450 N418 ThermoFhisher
LIVE/DEAD Acqua ThermoFhisher
Streptavidin Pacific Orange ThermoFhisher
CD45 Super Bright 600 30-F11 ThermoFhisher
TCR gamma/delta Super Bright 645 eBioGL3 ThermoFhisher
CD4 Alexa Fluor 488 GK1.5 ThermoFhisher
F4/80 FITC BM8 Hycult

NK1.1 PE-eFluor 610 PK136 ThermoFhisher
CD8a PerCP-Cyanine5.5 53-6.7 ThermoFhisher
Ly-6G PerCP-eFluor 710  1A8-Ly6g ThermoFhisher
IL-17A PerCP-Cyanine5.5 eBiol7B7 ThermoFhisher
CTLA-4 PE-Cyanine7 UC10-4B9 ThermoFhisher
FoxP3 Alexa Fluor 647 3G3 ThermoFhisher
CD3e Cyanine5 500A2 ThermoFhisher
Ki67 AlexaFluor 700 SolA15 ThermoFhisher
PD-1 APC-eFluor 780 J43 ThermoFhisher
Ly-6C APC-eFluor 780 HK1.4 ThermoFhisher
IFN-y APC-eFluor 780 XMG1.2 ThermoFhisher
CD11b Biotin M1/70 Biolegend
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