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Resumo

Salmonella enterica Typhimurium € uma bactéria anaerdbica facultativa que
apresenta tropismo por dreas tumorais. Esta interessante propriedade abre novas
perspectivas em relacdo a pesquisa contra o cancer, pois ha muito tempo buscam-se
veiculos seletivos para a eliminag@o de neoplasias. A inibi¢ao do crescimento tumoral e até
mesmo seu total retrocesso foram observados em modelos murinos de cincer tratados com
linhagens atenuadas de S. enterica. Além disso, seu potencial como veiculo de moléculas
antitumorais exogenas (vacina de DNA, RNA\, citocinas e enzimas, por exemplo) também
foi descrito. No entanto, as linhagens testadas em humanos até o presente ndo induziram os
mesmos efeitos observados nos modelos animais. Isto indica que estudos adicionais sdo
necessdrios para otimizacao desta terapia, incluindo o teste de novas linhagens mutantes
atenuadas de S. enterica. No presente trabalho, foi avaliado o efeito terapéutico das
linhagens mutantes atenuadas de S. enterica Typhimurium ST662AihfA, ST662AihfB,
ST662AihfAAasd, ST662AmsbB e ST662Afis, construidas por nosso grupo, em modelos
murinos de cancer. O uso destas linhagens para o tratamento de tumores ainda ndo tinha
sido descrito. Os mutantes ST662AihfA e ST662AihfB apresentaram potencial eficicia no
tratamento de tumores, uma vez que sua administracdo intratumoral foi capaz de eliminar
totalmente a massa tumoral em 30% dos animais tratados com uma dose de 10° u.f.c. A
linhagem ST662Afis apresentou certo efeito antitumoral, mas o tratamento com este
mutante levou todos os camundongos do grupo a morte. J4& o duplo mutante
ST662AihfAAasd mostrou-se promissor como uma possivel linhagem carreadora de

moléculas exdgenas, pois a delecdo conjunta destes genes gerou uma atenuagdo muito
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eficaz e segura, j4 que mesmo quando administrada em altas doses os camundongos
sobreviveram. O resultado menos satisfatério foi observado com a linhagem ST662AmsbB
que, além de ndo apresentar nenhum efeito antitumoral aparente, levou os camundongos a
morte. A discussdo do efeito biologico de cada uma destas linhagens permite acrescentar
novas informagdes a esta linha de pesquisa, abrindo novas perspectivas para a elucidagao

dos mecanismos de acdo e viabilidade do uso de S. enterica no tratamento de tumores.
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Abstract

Salmonella enterica Typhimurium, a facultative anaerobic bacterium, presents
tropism for tumor areas. This interesting property creates new perspectives in cancer
research, in which great efforts have been done to seek a drug carrier that could selectively
target and destroy malignant cells. Inhibition of tumor growth and even its total elimination
were observed in murine cancer models infected by attenuated strains of S. enterica.
Besides, its potential as a carrier of exogenous antitumor molecules (DNA vaccine, iRNA,
cytokines and enzymes, for example) is also described. Nevertheless, when these strains
were tested in humans, they did not induce the same effects observed in murine models.
Thus, additional studies are needed to optimize this therapy, including the test of novel S.
enterica attenuated strains. In this project, the therapeutic effect of the attenuated strains
ST662AihfA, ST662AihfB, ST662AihfAAasd, ST662AmsbB and ST662Afis of S. enterica
Typhimurium, constructed by our group, were analyzed in murine models of cancer. The
therapeutic potential of such strains has not yet been described. When administrated by the
intratumoral route, the ST662AihfA and ST662AihfB strains presented potential antitumor
efficacy, since tumor elimination was observed in 30% of the animals treated with 10° c.f.u.
of such strains. When treated with the ST662Afis mutant some antitumor effect was
observed, but all mice in the group died after a few days. The double mutant
ST662AihfAAasd is a promising exogenous antitumor molecules carrier, since the deletion
of both genes generated an efficient attenuated strain that can be safely administrated in
mice even in high doses. Less promising was the antitumor effect of the ST662AmsbB

mutant, which did not induce any significant tumor shrinkage and, besides, all treated
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animals died. The discussion of the biologic effect of each of these new strains allows
adding novel information to this research field, creating new perspectives in the elucidation

of the mechanisms of action and the viability of S. enterica use in cancer treatment.

XViil



Introducao




1. Introducao

1.1 O Cancer

A Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 2011), estima que 84 milhdes de pessoas
morrerdo de cancer entre 2005 e 2015 sem nenhuma intervengao, seja por nao terem acesso
ao tratamento ou por desenvolverem tipos incurdveis da doenca. Além disso, a mortalidade
por cancer tende a aumentar 45% entre 2007 e 2030 (WHO, 2011), devido ao aumento da
longevidade da populagdo mundial. Tabaco, uso abusivo de dalcool, inatividade fisica,
exposicao a agentes carcinogénicos e radiacdo e infeccdes pelos virus da hepatite B e C e

papiloma virus, sdo fatores que predispdem o surgimento de canceres (WHO, 2011).

Cancer € uma doenca genética causada pelo acumulo de varias mutacdes em células
somaticas ao longo do tempo. A doenga surge na maioria dos casos por mutagdes ou
ativacdo anormal de genes responsdveis pelo controle do crescimento e pela divisao celular.
Estes genes recebem o nome de oncogenes e mais de 100 deles ja foram descritos (Guyton
& Hall, 2006). A proliferacao descontrolada de clones de uma unica célula que sofreu
mutacdes origina tumores (ou neoplasmas). Tumores que crescem localizados, sem invadir
tecidos adjacentes, sdo classificados como benignos, enquanto os que alcan¢cam a corrente
sanguinea e/ou os vasos linfdticos e colonizam outros tecidos do organismo, originando
tumores secunddrios (metdstases), sdo chamados de malignos. O termo ‘cancer’ € usado
somente quando o tumor € maligno. Estes sdo responsaveis por cerca de 90% dos casos de

obito pela doenga (Alberts et al, 2002).

Normalmente, tumores benignos sdo inofensivos ao seu hospedeiro e podem ser

removidos cirurgicamente sem maiores problemas. No entanto, hd casos raros em que a
2



expansdo de tumores benignos gera pressdo em um tecido ou 6rgdo vital e, no caso de
adenomas de tiredide, podem causar liberagdo excessiva dos hormonios T3 (tiiodotironina)
e T4 (tiroxina), levando ao hipertiroidismo. Adenomas pituitdrios podem liberar hormonios
de crescimento na circulacdo, levando ao desenvolvimento excessivo de alguns 6rgios

(acromegalia) (Appel et al, 2011).

Os intmeros tipos de tumores sdo classificados de acordo com o tecido e o tipo
celular do qual se originam. Os que surgem a partir de células epiteliais, por exemplo, sdo
chamados de carcinomas, enquanto os que se originam do tecido conectivo ou de células
musculares sdo classificados como sarcomas. Ha ainda os que se originam de células
hematopoiéticas, como os diferentes tipos de leucemia, e de células do sistema nervoso. A
classificacdo dos tumores benignos estd relacionada a dos malignos: um adenoma, por
exemplo, € um tumor epitelial benigno de origem glandular, sendo o adenocarcinoma sua
forma maligna (Alberts et al, 2002). Do mesmo modo, um condroma e um condrosarcoma
sdo, respectivamente, a forma benigna e a maligna do tumor da cartilagem (Alberts et al,

2002).

Cada massa tumoral apresenta caracteristicas que evidenciam sua origem. As
células de um carcinoma originado de queratindcitos na pele, por exemplo, vao continuar a
sintetizar filamentos de citoqueratina, gerando um tumor de aspecto peculiar (Alberts et al,
2002). Outro caso marcante ¢ o do melanoma, derivado de melandcitos, cujo tumor

continua a sintetizar grande quantidade de melanina, o que o deixa com uma coloracao

escura (Alberts et al, 2002).



Cerca de 90% dos canceres humanos sdo carcinomas, provavelmente pelo fato de
que a maior parte da proliferacdo celular do organismo se da no epitélio e também por ser
este o tecido mais exposto aos vdrios agentes que causam danos fisicos ou quimicos que

favorecem o desenvolvimento de células anormais (Alberts et al, 2002).

Os processos que levam ao desenvolvimento dos mais de 100 tipos de cancer
conhecidos, como proliferacdo descontrolada de células, inibicdo da apoptose, angiogénese,
metdstase e invasdo, sdo regulados por uma complexa cadeia de eventos celulares
envolvendo ligantes extracelulares, receptores transmembrana, sinalizacdo intracelular de
proteinas quinases, fatores de transcricdo, entre outros (Ma & Adjei, 2009). Tamanha
complexidade é um desafio para o desenvolvimento de farmacos tumor-especificos e ndo
toxicas para as células normais. Além disso, um grande problema enfrentado no tratamento
desta doenca € a aquisicdo de mecanismos de resisténcia a farmacos. No inicio do
tratamento, parte dos tumores humanos responde de maneira satisfatéria a farmacos
citotoxicos, mas, passado algum tempo, tornam-se refratirios a tratamentos com
quimioterapicos e reincidem. (Weinberg, 2008). Estes mecanismos sdo, por exemplo: a
perda da capacidade de captar moléculas de farmacos pela membrana plasmatica; aquisi¢ao
da habilidade de bombear essas moléculas para fora; a aquisicdo da capacidade de
metabolizar as drogas, gerando moléculas nao-toxicas; e também a possibilidade de se
adquirir mecanismos que podem reparar mais rapidamente os danos causados em seu DNA
por acdo de quimioterapicos ou por radiagdo (Weinberg, 2008). O céincer é ainda uma
doenca incurdvel em alguns casos, 0 que torna muito importante a descoberta e o

desenvolvimento de novas alternativas ao seu tratamento atual.



1.2 Salmonella enterica e mecanismos de infeccao

As bactérias do género Salmonella s3o bacilos Gram-negativos anaerdbicos
facultativos que fazem parte da familia das enterobactérias. Sua classificagdo soroldgica é
baseada na detecc@o de antigenos flagelares (H), somdticos (O) e capsulares (Mastroeni &
Maskell, 2006). De acordo com a classificagdo atual, o género Salmonella contém apenas
duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica. Na espécie S. enterica, foram
descritos mais de 2500 sorovares, mas apenas alguns sio de interesse médico. Os sorovares
Typhi e Paratyphi de S. enterica sdo os principais responsaveis pela forma mais grave de
salmonelose em humanos, a febre tiféide, enquanto outros serovares, como Typhimurium,
causam gastroenterite, cujo grau de morbidade depende do estado nutricional e
imunoldgico do paciente. Contudo, sorovares de S. enterica ndao Typhi ou Paratyphi
também podem causar infeccdo sist€mica no homem em alguns casos (Mastroeni &

Maskell, 2006).

A quantidade de S. enterica ingerida que causa infec¢des gira em torno de 10°-10"
u.f.c. (unidades formadoras de coldnia), variando de acordo com a sorovariedade da
bactéria e o estado imunolégico do hospedeiro (Darwin & Miller, 1999). O principal
veiculo de transmissdao da salmonelose € a ingestdo de alimentos contaminados. Infeccoes
por S. enterica podem estar relacionadas a praticamente todos os tipos de alimentos, uma
vez que é uma bactéria ubiqua e pode crescer em temperaturas que variam de 7 a 45 °C
(Mastroeni & Maskell, 2006). Produtos tao diversos como chocolate, batata chips e brotos
de feijao foram identificados como responsdveis por carrear a bactéria em surtos de
salmonelose (van Duynhoven et al, 2002). Além disso, € muito comum a infec¢do pela

ingestdo de carne e derivados de aves domésticas, vacas, porcos e ovelhas.
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Apds a ingestdo, a sobrevivéncia destas bactérias no estdbmago se dd por um
mecanismo de &cido-tolerancia (Garcia Del Portillo er al, 1993). Apds passar pelo
estdbmago, S. enterica infecta o intestino. Esta bactéria € um patdgeno intracelular
facultativo que se adere e invade células da mucosa intestinal, principalmente as células M.
Estas sdo células epiteliais especializadas que capturam antigenos intestinais por endocitose
e os transportam para células linféides presentes nas placas de Peyer (Jones et al, 1994). A
invasdo das células M também permite que as bactérias infectem células epiteliais
adjacentes através de sua superficie basolateral. Apds a passagem de S. enterica pelo
epitélio intestinal, os macréfagos da submucosa capturam a bactéria para elimind-la do
hospedeiro (Sano et al, 2007). No entanto, uma parte delas sobrevive ativando mecanismos
de evasdo que permitem a atividade microbicida das células fagociticas (espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, acidez, atividades de enzimas lisossomais e peptideos
antimicrobianos), possibilitando sua replicagdao no interior do vactiolo (Alpuche-Aranda et
al, 1994.) Além disso, S. Typhimurium ativa a caspase-1 (uma cisteina protease que induz
apoptose) dentro de macréfagos infectados, possibilitando o escape das bactérias apds sua
replicacdo. Esta ativacdo ocorre por diferentes mecanismos, incluindo aqueles produzidos
pela flagelina, pelo sistema de secrecao tipo III e pela proteina efetora SopE (Hoffman et
al, 2010). Acredita-se que o papel de outras proteinas efetoras, como InvG e SipB, também
¢ relevante na ativacdo da caspase-1. Hoffman e colaboradores (2010) reportaram a
auséncia de ativacdo da caspase-1 quando os macréfagos foram infectados por mutantes
nulos para uma destas proteinas. A caspase I também cliva os precursores de IL1 e IL18,
produzindo citocinas bioativas que potencializam a inflamacdo local e promovem
infiltragdo de fagdcitos polimorfonucleares que, por sua vez, internalizam mais bactérias,
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levando-as as placas de Peyer e aos linfonodos mesentéricos. Lancando m@o novamente
dos mecanismos de ativacdo de apoptose, elas escapam dos fagdécitos, passam a colonizar
esses orgaos e podem alcancar a circulacdo sanguinea através da circulagdo linfatica. No
sangue, S. enterica ativa o sistema complemento, mas o complexo litico C5-9 ndo consegue
se inserir na membrana celular devido as longas cadeias de lipopolissacarideos (antigeno O)
que fazem parte da sua parede celular. Assim, as bactérias ndo sao lisadas, mas opsonizadas
e, consequentemente, englobadas pelas células do sistema imune. Apds ser removida da
circulacdo, S. enterica é encontrada principalmente no baco, figado e medula 6ssea, onde
reside no interior de macréfagos, células dendriticas e fagdcitos polimorfonucleares,
formando granulomas. Caso a infec¢do ndo seja interrompida pela acdao do sistema imune
ou pelo uso de antibidticos, a bactéria pode se disseminar pelo organismo, causando uma
infeccdo sistémica letal.

Um dos responsdveis pela morte do paciente em uma infeccdo sist€émica por
Salmonella pode ser o choque endotéxico causado pela resposta do sistema imune ao
lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular da bactéria. Citocinas como TNF-a,
IL1B, IL6, IL12, IFN-y, fator ativador de plaquetas e quimiocinas sdo produzidas em
resposta ao LPS e estdo associadas a patogénese do choque endotdxico, caracterizado por
bacteremia, hipdxia, hipoperfusdo, coagulacdo intravascular disseminada e faléncia

multipla dos 6rgaos (Van Amersfoort et al, 2003).

Um aparato especializado, chamado sistema de secrecdo tipo III (TTSS), € essencial
para a colonizac¢do e patogénese da salmonela nos tecidos do hospedeiro. O TTSS auxilia a
transferéncia de proteinas, conhecidas como efetoras, que sdo responsdveis pela alteracdo

de algumas fungdes celulares do hospedeiro, como a arquitetura do citoesqueleto, trafego
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de membranas, transducido de sinais e expressdo génica de citocinas, para possibilitar a
sobrevivéncia e colonizacdo da bactéria (Hansen-Wester & Hensel, 2001). S. enterica
infecta o hospedeiro empregando dois TTSS, um codificado pela ilha de patogenicidade 1
(SPI-1) e outro pela ilha de patogenicidade 2 (SPI-2), que sdo d&reas presentes no
cromossomo bacteriano que codificam um ou mais genes de viruléncia (S. enterica
apresenta 10 SPIs). O primeiro € associado a invasdo do epitélio intestinal pelas bactérias
(Zhou, 2001), enquanto o segundo permite sua sobrevivéncia no interior de macréfagos e
células dendriticas (Abrahams & Hensel, 2006). O TTSS-1 é expresso quando a bactéria
estd no meio extracelular no limen intestinal. Ele € responsdvel por iniciar a inflamacgdo do
intestino, ativando a invasdo das células epiteliais e permitindo a colonizacdo da lamina
propria. As moléculas do TTSS-1 atuam no citoesqueleto de actina induzindo a
internalizacio das bactérias por causar alteracdes na conformacio da membrana plasmatica.
Apés a invasdo do epitélio, as bactérias se deparam com células de defesa, como os
macréfagos e células dendriticas, que as englobam em seus vacuiolos. Isto requer a
expressdao do TTSS-2, que permite sua sobrevivéncia em seu interior, evitando os efeitos da
oxidacdo. Este mecanismo de sobrevivéncia no interior dos vactolos € essencial para a

infeccdo sistémica e potencializa a inflamacao intestinal.

1.3 Salmonella no tratamento do cancer

Na pesquisa contra o cancer, grandes esfor¢os ja foram realizados na tentativa de se
encontrar um veiculo seletivo para destruir células tumorais. A presenca de bactérias em
tumores humanos sempre chamou a atencdo dos pesquisadores. Coley (1893) observou,

mais de um século atrds, que alguns pacientes com cancer foram curados apds infeccoes



bacterianas pds-operatdrias. No meio do século passado, Malmgren & Flanigan (1955)
mostraram que bactérias anaerdbicas tinham a capacidade de sobreviver e se replicar em
tecidos tumorais necréticos com baixa concentracdo de oxigénio. Apds a observagdo de que
na administracdo intravenosa ou oral de Salmonella enterica Typhimurium em
camundongos esta se acumulava em tumores e inibia seu crescimento (Pawelek et al,
1997), este potencial passou a ser mais explorado pela comunidade cientifica. Além disso,
os crescentes avangos na drea de genética molecular bacteriana possibilitam intimeras

novas abordagens no tratamento do cancer.

A eficicia dos agentes antitumorais convencionais como 0s quimioterapicos
citotoxicos continua insatisfatria, com baixas taxas de sobrevivéncia para pacientes com
tipos diferentes de cancer. Isto ocorre, em parte, por ndo atingirem adequadamente a drea
tumoral e/ou por apresentarem baixa seletividade para as células tumorais. O problema se
agrava pelo fato de que os novos vasos sanguineos formados na drea tumoral sdo muito
irregulares e mal organizados, levando a formacdo de inumeras regides de hipdxia (<1% de
oxigénio) ou anoxia (0% de oxigé€nio). Células tumorais em hipoxia geralmente ndo se
proliferam, sendo, assim, refratdrias para muitas formas de quimioterapia, ja que os
farmacos geralmente sdo direcionadas a inibir proteinas e outras moléculas que sao
expressas somente em células em multiplicagdo. Estratégias alternativas para se encontrar
novos farmacos e genes terapéuticos estdo sendo desenvolvidas, mas sua administracdo
sist€émica continua severamente limitada devido ao inadequado suprimento vascular dos
tumores. Esta limitacdo fez com que se buscassem vetores celulares que, depois de
administrados sistemicamente, ativamente migrassem para as dareas em hipdoxia dos

tumores, tais como as bactérias anaerdbicas obrigatorias ou facultativas. Por serem
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organismos vivos metabolicamente versateis que podem adquirir energia a partir do meio e
capazes de se locomover, a densidade bacteriana pode ser grande em dreas distantes dos
vasos sanguineos, diferentemente de moléculas passivas, como os quimioterdpicos, cuja

funcdo se restringe a locais préximos a vasculatura.

Nos tltimos anos, foi mostrado que muitos géneros de bactérias t€ém capacidade de
se acumular preferencialmente em tumores, incluindo Salmonella, Escherichia, Clostridium
e Bifidobacterium; Caulobacter, Listeria, Proteus e Streptococcus também té€m sido
investigados como agentes antitumorais (Forbes, 2010). Uma das principais vantagens da
terapia bacteriana € seu grande tropismo por tumores. Até o presente, muitas estratégias
envolvendo bactérias foram utilizadas no tratamento do cancer em modelos animais. Nestes
experimentos, varios pesquisadores obtiveram sucesso, reduzindo a massa tumoral e

aumentando a sobrevida dos animais, além de também tratar metastases (Forbes, 2010).

Anaerobicos facultativos (por exemplo, S. enterica e Escherichia) utilizam um
mecanismo complexo para colonizar tumores. Cinco caracteristicas sdo responsaveis pelo
acumulo destas bactérias no tumor: retencdo na cadtica vasculatura dos tumores (Forbes et
al, 2003); acesso aos tumores pelos mecanismos de inflamac¢do (Leschner er al, 2009);
quimiotaxia por moléculas produzidas pelos tumores, como o aspartato (Kasinskas et al,
2007); crescimento preferencial em microambientes tumor-especificos (Zhao et al, 2005); e
protecdo contra a acdo do sistema imune quando estdo no interior do tumor (Sznol et al,
2000). Recentemente, mais um mecanismo de acdo de Salmonella na colonizagdo de
tumores foi elucidado. Crull e colaboradores (2011) reportaram a formacao de biofilme por

algumas linhagens da bactéria, em resposta ao grande nimero de neutréfilos que sdo
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atraidos ao tumor, apds sua colonizacio. Todos estes mecanismos permitem que S. enterica
se acumule nos tumores em uma razdao de 1000/1 quando comparado com outros 6rgaos,
como figado e baco (Yang et al, 2008). Além disso, a taxa de crescimento de Salmonella é
maior em células tumorais in vitro quando estas estdo em processo de morte, fendmeno que

também € observado em modelos animais de tumor (Leschner et al, 2009).

Como descrito anteriormente, S. enterica invade e causa a morte de macréfagos, sua
célula hospedeira natural, por vias que dependem ou independem da caspase I (Hernandez
et al, 2003). Além disso, salmonelas invasivas tém a capacidade de infectar células ndo
fagociticas pela expressdao do sistema de secrecdo tipo III, permitindo que penetrem em
uma grande variedade de tipos celulares (Galan, 2001). Foi mostrado que o reticulo
endoplasmadtico, o complexo de Golgi e possivelmente a mitocondria da célula hospedeira
sdo utilizados como fonte de nutrientes para as bactérias em crescimento dentro do vaciolo
(Schulumberger & Hardt, 2006; Zhong et al, 2007). Desta forma, € possivel que a bactéria

lance mao destes mesmos mecanismos para invadir, colonizar e destruir células tumorais.

Experimentos in vitro mostraram que compostos quimioatrativos produzidos por
células tumorais quiescentes também contribuem para a capacidade de S. enterica colonizar
tumores solidos (Kasinskas & Forbes, 2006). In vivo, S. enterica Typhimurium coloniza
areas necroticas ricas em nutrientes (Forbes et al, 2003), e também € capaz de invadir
células tumorais (Pawelek et al, 2002; Avogadri et al, 2005), resultando em retardo do
crescimento da massa tumoral e aumento da sobrevida de camundongos (Zhao et al, 2006).
Entre as explicacOes propostas para tal fato destacam-se maior disponibilidade de nutrientes

liberados pelas células necréticas em regides de hipdxia, diminuicio da atividade
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bactericida de macréfagos e neutréfilos granulociticos sobre S. enterica em dreas com
baixas concentracdes de oxigénio, supressdo do sistema imune e reduzida exposicao da
bactéria aos anticorpos e moléculas do sistema complemento devido as irregularidades da
vascularizacdo tumoral (Clairmont et al, 2000; Low et al, 1999; Pawelek et al, 1997,2003;
Rosenberg et al, 2002; Zhao et al, 2007). Estas observacdes combinadas com a fécil
manipulagdo génica tornaram este género bacteriano um dos mais promissores para a

construgdo de vetores com finalidade antitumoral (Sznol et al, 2000).

Zhao e colaboradores (2006) descrevem a cura de um tumor de mama ortotopico em
camundongos nude apds terapia com S. enterica Typhimurium auxotréfica para leucina e
arginina. Em um estudo posterior (Zhao et al, 2007), o mesmo grupo relatou o
desaparecimento de células humanas de cancer de préstata PC-3 em camundongos nude
ap6és injecdo intratumoral do mesmo mutante de S. enterica. Em estudos clinicos,
Salmonella modificada geneticamente administradas sistemicamente colonizaram tumores

humanos sem causar grandes efeitos toxicos adversos (Nemunaitis et al, 2003).

S. enterica Typhimurium também tem sido usada com sucesso para expressar €
carrear moléculas terapéuticas, como enzimas conversoras de pro-drogas e antigenos, para
tumores (Nishikawa et al, 2006). Yang e colaboradores (2008) transformaram S. enterica
Typhimurium com um plasmideo de expressdo em eucariotos que codificava um RNA de
interferéncia cujo alvo é o mRNA de uma proteina anti-apoptética, com o objetivo de
avaliar a eficicia de Salmonella como carreador de moléculas exdgenas que possam
interferir na expressao génica de células tumorais. Outro enfoque terapéutico descrito foi o

uso de cepas atenuadas da bactéria que foram modificadas para secretar citocinas e
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interleucinas que podem ter o potencial para estimular respostas antitumorais do hospedeiro

(Hahn ez al, 2003).

Em pacientes com cancer, tumores em crescimento estabelecem mecanismos de
escape do sistema imune que enfraquecem as fungdes de células dendriticas (CDs) e de
células T. As CDs tornam-se debilitadas na sua locomog¢do, maturacdo e capacidade de
ativar células T, que por sua vez se tornam anérgicas ou tolerogénicas (Vicari et al, 2002;
Curiel, 2007). Deste modo, a identificacdo de farmacos ou outros agentes terapéuticos
capazes de reverter a inativacdo de CD induzida pelos tumores € de grande importancia.
Neste sentido, os agentes imunoestimulatérios mais poderosos conhecidos até agora sdo os

microrganismos, como as bactérias.

A resposta imunoldgica ativada e sua a¢do em resposta ao tratamento de tumores
com S. enterica estdo sendo elucidadas. Avogadri e colaboradores (2005 e 2008)
contribuiram grandemente para o entendimento da complexa relacdo entre tumor, S.
enterica e sistema imune. A infec¢do por S. enterica faz com que os tumores sejam
reconhecidos pelo sistema imune como células infectadas e ndo como células malignas que
possuem mecanismos conhecidos de evasdo e indug@o de tolerincia a este sistema. Estes
pesquisadores descreveram que células do melanoma B16F10 invadidas por mutantes
atenuados de S. enterica Typhimurium apresentam antigenos de origem bacteriana e
tornam-se alvos de células T especificas anti-Salmonella. Este “alerta” que as células
tumorais ddo ao sistema imune de que estdo infectadas pode ser explorado para induzir a
completa regressdo de tumores, mesmo aqueles que sdo muito agressivos e

imunossupressores, como o melanoma B16F10. Além disso, o tratamento de tumores com
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bactérias faz com que o ambiente tumoral saia de um estado imunossuprimido para um
estado rico em citocinas pré-inflamatérias provavelmente pela presenca de grandes
quantidades de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) expressos pelas
bactérias e também pelo fato de o tecido tumoral estar infectado. Foi observado um
aumento de 5 vezes na expressao das citocinas inflamatérias IL-1b, I1-6 e TNF-a no tumor
B16F10 em 24 horas ap6s a injecdo intratumoral de Salmonella, evidenciando uma rdpida
ativacdo da resposta imune (Avogadri et al, 2008). Desta forma, as CDs contendo
fragmentos de células tumorais mortas podem superar a sua letargia, sendo ativadas pelos
PAMPs, e migrar para os linfonodos, onde também podem estimular linfécitos TCD8+ para
gerar uma resposta imune antitumoral. Os granuldcitos, estimulados pela bactéria, também
podem auxiliar na destruicdo de células tumorais pela liberagdo de 6xido nitrico (Reis e
Sousa et al, 2001). A morte de células tumorais infectadas por S. enterica pela acdo de
células natural-killer (NK) também é um mecanismo que deve ser considerado. Além
disso, durante a remocdo de células tumorais mortas, seus detritos também podem ser

englobados por células apresentadoras de antigenos enddgenas e apresentados a células T

“naives” para a estimulagdo de células T tumor-especificas (Merritt et al, 2004).

Como mencionado anteriormente, inimeras linhagens bacterianas, especialmente de
S. enterica, foram descritas como importantes agentes antitumorais em camundongos,
levando-os inclusive a cura. No entanto, quando testadas em humanos, o efeito nio foi
similar. Um estudo piloto avaliando a eficdcia antitumoral de bactérias foi realizado em
pacientes humanos refratdrios aos tratamentos convencionais. Nemunaitis e colaboradores

(2003) testaram a linhagem VNP20009 de S. enferica Typhimurium - auxotrdfica para

adenina e nula para o gene msbB — em 25 pacientes. Foi administrada uma dose intravenosa
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de 10® u.f.c., mas nenhuma regressdo tumoral foi aparente. Além disso, foi observado
aumento na producdo das citocinas IL-1P3, TNF-a e IL-6, associadas a toxicidade clinica,
como hipotensdo, febre, trombocitopenia, anemia, diarréia, ndusea e vomito (Toso et al,
2002). Um segundo estudo foi descrito pelo mesmo grupo (Nemunaitis et al, 2003), no qual
doses entre 10° ¢ 10® u.f.c. da linhagem VNP20009 foram administradas diretamente nos
tumores. Duas semanas apds a injecdo, a bactéria pode ser detectada em bidpsias de boa
parte dos tumores tratados e alguns deles apresentavam sinais de necrose, inflamacio e
regressdao. No entanto, ndo houve melhora significativa no quadro dos pacientes. Na
tentativa de se potencializar o tratamento, foi inserido no genoma da linhagem VNP20009 o
gene da citosina desaminase (CD) de Escherichia coli, originando a linhagem VNP20009
TAPET-CD. A enzima CD € encontrada em bactérias e fungos, mas ndo em mamiferos. Ela
converte a 5-fluorocitosina (5-FC), um agente antiftingico, em 5-fluorouracila (5-FU). A 5-
FU ¢ utilizada no tratamento de canceres gastrico, de cabeca e pescogo, pancredtico e de
mama (Haskell, 1995). O tratamento foi realizado pela injecdo intratumoral da linhagem
VNP20009 TAPET-CD seguido da administracdo oral de 5-FC. Neste caso, a resposta
clinica dos pacientes também ndo foi muito significativa, mas um deles, no qual a
concentracdo de 5-FU detectada no tecido maligno foi maior do que nos outros pacientes,
manteve seu quadro estdvel e sobreviveu por mais de 1 ano apds o tratamento (Nemunaitis

et al, 2003).

A comunidade cientifica tem provado o grande potencial do uso de bactérias no
tratamento do cancer. A cada ano surgem novas abordagens e linhagens atenuadas de
bactérias com esta finalidade. Atualmente, o unico método eficaz baseado em infeccdo

bacteriana utilizado no tratamento de cancer humano € o sistema Bacillus Calmette-Guérin
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(BCG) (cepa M. bovis) contra células de carcinoma da bexiga (Bohle & Brandau, 2003).
Esse grande potencial terapéutico traz esperanca no tratamento de tumores e deve continuar
a ser estudado até que se sejam desenvolvidas linhagens eficazes que possam ser usadas no

tratamento de qualquer tipo de cancer humano.

1.4 Nucleoid-associated proteins (Naps)

As bactérias possuem proteinas do tipo NAPs (“Nucleoid-associated proteins”) que
compdem o nucledide bacteriano. As NAPs participam da regulacdo da expressdo génica de
inimeros operons por se ligarem ao DNA. As NAPs mais bem descritas sao IHF, FIS e H-

NS (Mangan et al, 2006).

O “Integration Host Factor™ (IHF) € uma proteina que se liga ao DNA e tem papel
importante na organizacdo estrutural e na regulacdo da expressdo génica em bactérias
Gram-negativas (Dorman, 2009). Ela foi descoberta em E. coli como sendo uma proteina
essencial para a integracdo sitio-especifica e excisdo do bacteriéfago A (Mangan et al,
2006). Além disso, € uma proteina importante em outros mecanismos como organizacao do
genoma, controle da transcri¢do de alguns genes, recombinagdo e transposicdo (Mangan et
al, 2006). IHF é composto por duas subunidades, a e 3, codificados pelos genes ihfA e ihfB,
respectivamente. Estes genes sdo encontrados em locais distintos no cromossomo, sao
sujeitos a influéncias regulatorias independentes (Aviv et al, 1994) e sua expressao
aumenta na fase estaciondria de crescimento (Magan et al, 2006). Apesar de comumente o
IHF ser considerado um heterodimero, suas subunidades sdo capazes de formar
homodimeros que também se ligam ao DNA (Werner et al, 1994). Em S. enterica, IHF

controla a expressdo do operon pnt (piridina nucleotideo transidrogenase — enzima
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importante na respiracdo celular) (Palacios & Escalante-Semerena, 2000) e dos genes
cysJIH (responsaveis pela reducdo da 3’ fosfoadenosina 5° fosfosulfato em sulfeto) (Sirko
et al, 1998). IHF pode também regular a expressdo génica pela modulacdo de um sitio de
metilacdo na regido regulatéria do operon carAB, responsdvel pela sintese da enzima
carbamoilfosfato sintetase que catalisa a formacdo de carbamoilfosfato, precursor da
arginina e pirimidinas (Charlier et al, 1995). Além disso, IHF também estimula a expressao
do gene fis, cujo produto é necessdrio para a inversao eficaz do fragmento hin, que controla
a variacdo de fase das flagelinas FliC-FljB em Salmonella (Beach & Osuna, 1998). IHF
também suprime o efeito inibitdério da proteina H-NS neste mesmo sistema (Goshima et al,
1994). Portanto, a perda da expressdo de IHF resulta em populacdes bacterianas que
expressam exclusivamente fIiC ou fIjB por causa da redu¢do da inversdo do fragmento hin.
Um mutante deficiente em ihfA expressa somente fIjB e outro deficiente em ihfB expressa
somente fliC (Mangan et al, 2006). Até o presente ainda nao foi descrito o uso terapéutico

destas linhagens no tratamento de tumores.

Na busca por uma vacina efetiva para a prevencdo da salmonelose, foram
construidas diferentes linhagens mutantes de S. enterica, contendo delegdes em genes
especificos que atenuaram a viruléncia (Galen et al, 2010; Guzman et al, 2006). Neste
sentido, mutantes de S. enterica nulos para as subunidades o ou  de IHF (Integration Host
Factor) foram construidos por nosso grupo (Mendes, 2008), utilizando-se o sistema de

recombinacao A Red desenvolvido por Datsenko e Wanner (2000).

A proteina Fis (“Factor for inversion simulation’), assim como [HF, é uma Nap que

€ necessdria para a expressao de genes da ilha de patogenicidade 2 (SPI-2). Um mutante
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nulo para fis apresenta reducdo na expressao de genes da SPI-2 quando cultivado em meio
LB até a fase estaciondria (Lim et al, 2006). Fis influencia a transcricdo de genes pela sua
capacidade de preservar formas intermedidrias superenoveladas de DNA, impedindo a
alterac@o para topologias mais relaxadas ou mais negativamente superenoveladas (Travers
et al,2001).

Além disso, fis pode regular a expressdo de genes de SPI-2 indiretamente, pois
também influencia a expressdo de outras proteinas regulatérias de SPI-2 como PhoP
(Bijlsma & Groisman, 2005) e o fator de transcri¢do HilD, presente em SPI-1, que regula a
ativacdo de SPI-2 (Bustamante et al, 2008). Resultados prévios de nosso grupo mostraram
que mutantes nulos para fis de S. enterica sdo atenuados quanto a viruléncia em modelo

murino (dados ndo publicados).
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2. Objetivos

e Os objetivos deste projeto foram construir e avaliar a eficidcia dos mutantes
atenuados ST662AihfA, ST662AihfB, ST662AihfAAasd, ST662AmsbB e
ST662Afis de Salmonella enterica Typhimurium na terapia antitumoral em

modelos murinos.
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3. Materiais e métodos
3.1 Meios de cultura, condicoes de cultivo e estocagem das linhagens

bacterianas

Os meios de cultura utilizados foram os meios LB, LB—Agar, MacConkey, SS e
SOC (Sambrook & Russell, 2001). Os antibidticos cloranfenicol e ampicilina, quando
necessdrios, foram usados na concentragdo de 25ug/mL e 100pug/mL, respectivamente. As

linhagens bacterianas foram estocadas a -80°C em LB com 20% de glicerol.

3.2 Salmonella enterica Typhimurium ST662

Todos os mutantes descritos neste projeto foram construidos na linhagem ST662 de
Salmonella enterica Typhimurium. Esta linhagem € um isolado clinico cuja utilizacdo foi
aprovada pelo comité de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, e teve
sua infectividade e imunogenicidade em camundongos comprovada em estudos prévios.
Além disso, a comparacdo do genoma de ST662 com o da linhagem padrdao LT2 comprova
que a linhagem ST662 representa de maneira abrangente a populacdo de S. enterica

Typhimurium (Figura 1).
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Figura 1: Comparacio entre os genomas sequenciados da linhagem ST662 e da linhagem
LT?2 utilizando o programa Mauve (Aaron et al, 2010). Observa-se que hé pouca diferenca
entre os dois genomas, indicando que a linhagem ST662 representa bem a populacdo de S.
Typhimrium. As partes em branco representam regides do genoma presentes em um
linhagem, mas ausentes na outra. Os genomas foram seqiienciados em colabora¢do com o
grupo do Dr. Piotr Mieczkowski utilizando a plataforma Ilumina na Facility de
Sequenciamento da Universidade da Carolina do Norte (USA). As sequencias foram
montadas por Leandro Costa do grupo do Prof. Dr. Gongalo A. G. Pereira da Unicamp,
utilizando o programa Velvet (Zerbino & Birney, 2008).

3.3 Cultivo das células tumorais

As linhagens celulares tumorais de camundongos melanoma B16-F10 e carcinoma
3LL estocadas a -80°C (em 90% de soro fetal bovino e 10% de DMSO) foram transferidas
para garrafas de cultura de 270 mL contendo 13,5 mL de meio RPMI1640 (Gibco BRL)
suplementado com 1,5 mL de soro fetal bovino (concentracdo final de 10%). As células
foram incubadas em estufa de CO, a 5% e a 37°C. até a confluéncia celular (de 2 a 3 dias).
Em seguida, foram lavadas com PBS (concentragdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10 mM,
KCI 2,7 mM e pH 7.4) esterilizado e incubadas com ImL de tripsina (Tripsina EDTA —
Cultilab) até se desprenderem da garrafa. A tripsina foi inativada com 3 mL de SFB e as
células foram transferidas para duas novas garrafas de 270 mL (1,5 mL em cada), contendo
13,5 mL de meio RPMI e cultivadas nas mesmas condi¢cdes. Apenas uma passagem ja €

suficiente para a utilizacdo das células na inducdo dos tumores in vivo, como descrito a



seguir. Todos os procedimentos envolvendo as culturas de células foram realizados no
laboratério da Profa. Dra. Leonilda Maria Barbosa dos Santos, no Departamento de

Genética, Evolugdo e Bioagentes do Instituto de Biologia da Unicamp.

3.4 Modelos animais de tumor

Os animais utilizados neste projeto foram obtidos do Centro de Bioterismo da
UNICAMP (CEMIB) e foram mantidos em gaiolas de policarbonato em racks ventilados
(Alesco, Brasil) em condicdes livres de patdégenos no Laboratério de Experimentacao
Animal do nosso Departamento, com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de
22+2°C. Os camundongos foram alimentados com ragdo comercial (Labina-Purina, Brasil)
e dgua a vontade, ambos esterilizados por autoclavagem. Os experimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNICAMP, segundo as recomendagdes do

“Canadian Council on Animal Care”.

Camundongos C57BL/6 com idade entre 6 € 8 semanas foram utilizados como
modelo de crescimento tumoral e estudos de infeccdo com os mutantes ST662AihfA,
ST662AihfB, ST662AihfAAasd, ST662AmsbB e ST662Afis de S. enterica Typhimurium. As
linhagens tumorais B16-F10 (“murine melanoma cells’’) e 3LL (“Lewis lung carcinoma’™),
que se desenvolvem preferencialmente nesta linhagem de camundongos (motivo pelo qual
ndo foram realizados experimentos em camundongos BALB/c, que também sao mais
suscetiveis a infec¢do por S. enterica) foram inoculadas subcutaneamente nos animais. Para
a implantacdo do tumor, apds tripsinizacdo, as células foram lavadas com PBS
(concentragdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, KCl 2,7 mM e pH 7.4) esterilizado

(pH = 7,4), ressuspendidas em meio RPMI e centrifugadas por 15 minutos a 2000 rpm.
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Apo6s centrifugacdo, as células foram ressuspendidas para se alcancar a concentracdo de
5x10° células/mL para as células B16-F10 e 1x10’ células/mL para as células 3LL. A
contagem foi realizada em camara de Neubauer com o corante Azul de Tripan. Os
camundongos foram inoculados subcutaneamente com 50 puL de cada suspensdo (5x10° e

5x10° células das linhagens B16F10 e 3LL, respectivamente).

3.5 Construcao dos mutantes AihfA, AihfB e AmsbB

Para a obten¢do dos mutantes de Salmonella nulos para os genes ihfA, ihfB e msbB
foi utilizada a metodologia A Red, desenvolvida por Datsenko e Wanner (2000).
Resumidamente, esta metodologia envolve a transformacdo de linhagens selvagens de S.
enterica com o plasmidio pKD46, que expressa genes de recombinacdo do fago A, a
constru¢do de cassetes de recombinacdo por PCR a partir do plasmidio pKD3 contendo o
gene de resisténcia ao cloranfenicol e a substituicdo dos genes ihfA, ihfB, ihfA/asd e msbB

pelo de resisténcia por meio de recombinag¢do homologa.

As linhagens ST662AihfA e ST662AihfB foram construidas e caracterizadas quanto
a atenuacdo da viruléncia anteriormente por Mendes (2008). No entanto, houve certa
dificuldade em se resgatar os estoques originais destes mutantes. Assim, por seguranca, foi
necessdria a reconstru¢do e caracterizagdo destas linhagens, de modo que todos os
experimentos neste projeto foram realizados com os mutantes recém-construidos, inclusive

as linhagens ST662AihfAAasd e ST662AmsbB.

3.5.1 Introducao do plasmidio pKD46 em S. enterica Typhimurium

A introdug@o do plasmidio pKD46 na linhagen selvagem 662ST foi realizada por

eletroporacdo, seguindo a metodologia de Ausubel e colaboradores (2003). Genes presentes
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neste plasmidio, quando induzidos por arabinose, expressam trés proteinas que auxiliam o
processo de recombinacdo homoéloga. Estes sdo os genes 7, S e exo. O gene y expressa uma
proteina que inibe exonucleases, permitindo que o cassete de recombinacao linear (descrito
posteriormente) nio seja degradado quando for introduzido na bactéria. Os genes f e exo,

por sua vez, expressam proteinas envolvidas diretamente na recombinacdo homdéloga.

Para o preparo das células eletrocompetentes, a linhagem selvagem 662ST foi
inoculada em 3 mL de meio LB e cultivada durante 18h a 37°C sob agita¢do de 150 rpm.
No dia seguinte, 0,5 ml desta cultura foi transferido para 50 mL de meio LB fresco (in6culo
na proporcao de 1:100). Esta cultura foi incubada a 37°C sob agitagdo (150 rpm) até atingir
a D.O.¢po de 0,7. Em seguida, foi resfriada em gelo por 20 minutos e centrifugada (10
minutos a 5000g a 4°C). As bactérias foram ressuspendidas em 50 mL de dgua destilada
esterilizada gelada (4°C) e centrifugadas novamente nas mesmas condicdes descritas
anteriormente. A lavagem foi repetida por mais 3 vezes, desta vez com glicerol 10% gelado
(diluido em 4gua destilada) esterilizado, em volumes decrescentes (S0mL, 25mL e 12,5mL,
respectivamente). Por fim, as bactérias foram ressuspendidas em 500 pL de glicerol 10%
gelado esterilizado (Sambrook & Russell, 2001) e armazenadas em aliquotas de 90 pL. Para
a eletroporacdo, foram adicionados ao tubo contendo as bactérias eletrocompetentes
aproximadamente 20 ng do plasmideo pKD46. A reacdo foi incubada em gelo por 5
minutos e transferida para uma cubeta esterilizada de 0,1 cm. Apds a eletroporacdo (ajuste
de 25 pF, 1,5 KV e 200 ohms), as bactérias foram incubadas por 1 hora em meio SOC a
30°C e em seguida semeadas em meio LB agar com ampicilina (100 pg/mL). O plasmideo
pKD46 contém o gene de resisténcia a ampicilina e € termosensivel, ndo podendo se

replicar em temperaturas maiores que 30°C.
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3.5.2 Amplificacio do cassete de recombinacao por PCR

O plamidio pKD3 possui uma regido que expressa o gene de resisténcia ao
cloranfenicol. Baseado nisto, foram desenhados iniciadores (tabela 1 - Mendes, 2008 e
tabela 2) que contém sequéncias que flanqueiam este gene, além de regides homdlogas aos
genes de interesse ihfA, ihfB e msbB. Assim, os cassetes de recombinagdo linear
amplificados por estes iniciadores sdo compostos por regides homoélogas aos genes de
interesse flanqueando a sequéncia de resisténcia ao antibidtico. Os cassetes foram
amplificados pela técnica de PCR. A reacdo continha 2 mM de MgCl,, tampao fornecido
pelo fabricante da polimerase, 20 pmol de cada iniciador, aproximadamente 20 ng do
plasmidio, ImM de cada ANTP e 0,5 U de Tag DNA polimerase. O termociclador (PTC-
200 Peltier Thermal Cycler) foi programado para realizar 30 ciclos nas respectivas
temperaturas e tempos: 94°C por 60 segundos, 56°C por 60 segundos e 72°C por 60
segundos. Apos o término dos ciclos, foi programada uma extensdo final de 72°C por 7

minutos. O produto da reacdo foi analisado em gel de agarose 1%.

Tabela 1- Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo do cassete de

recombinacdo para a construgdo dos mutantes ST662AihfA e ST662AihfB .

Iniciador Sequéncia

thfA-f 57 - GCGCTTACAAAAGCTGAAATGTCAGAATATCTGTTTGATAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC - 3°
ihfA-r 5" - CGCAATACACCCTGATGGATGTTATGCCTGGATCTGATTACATATGAATATCCTCCTTAGTTC - 37
ihfB-f 5" - CAGCCAATTTGCCTTTAAGGAACCGGAGGAATCATGACCAAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC - 3’
ihfB-r 5 - TTTTTCGGGTTCAAGTTTTGCGTTAAAACTTAACCGTAAATCATATGAATATCCTCCTTAGTTC - 3’

Fonte: Mendes, 2008.
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Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacio do cassete de

recombinacdo para a construgdo do mutante ST662AmsbB.

Iniciador Sequéncia
msbB-f P1 5"~ GGGTTTGTCAGCATAAAGCCTCTCTTACGAGAGGCTTTATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG -3
msbB-r P2 5° -ATTCACAATTCCTTTTCGCGTCAGCAGACCCTGGAAAAGCCATATGAATATCCTCCTTAGTT -3°

Fonte: este estudo.

3.5.3 Substituicao dos genes ihfA, ihfB ¢ msbB pelo cassete de recombinacao

linear

Nesta etapa, os cassetes de recombinacdo linear foram introduzidos na linhagem que
contém o plasmidio pKD46 apds a indugdo da expressio dos genes y, S e exo. Esta
linhagem foi processada para eletrocompeténcia como descrito anteriormente, com apenas
algumas modificagdes. Neste caso, foi necessdria a adicdo de ampicilina (100 pg/mL) em
todos os meios de cultura e o acréscimo de ImM de L-arabinose (Sigma) a cultura de SOmL
para induzir a expressdo de v, B, € exo. Além disso, todas as incubacdes foram realizadas a
30°C. Ap6s a eletroporagdo com aproximadamente 30 ng do cassete de recombinacdo, as
bactérias foram incubadas em meio SOC por 1 hora e posteriormente semeadas em meio
LB 4gar, desta vez com cloranfenicol (25ug/mL). As placas foram incubadas por 18h a
37°C para a eliminacdo do plasmidio pKD46 e selecio das colonias que sofreram a

recombinacao.

3.5.4 Confirmacao das mutacoes utilizando os iniciadores de deteccao

Além dos iniciadores utilizados para amplificacdo do cassete de recombinacdo,
foram desenhados dois “iniciadores de deteccdo” para cada linhagem. A utilizacdo dos

iniciadores de detec¢do € muito interessante. Eles sdo planejados de tal forma que o mesmo
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par de iniciadores consegue detectar o gene de interesse tanto no DNA da bactéria
selvagem quanto no da bactéria mutante. Isto ocorre porque eles reconhecem regides que
flanqueiam o gene de interesse e que ndo sdo afetadas apds sua substituicdo pelo gene de
resisténcia ao cloranfenicol, que possui um tamanho aproximado de 1200 kb. Assim, a
confirmacdo da mutacdo ocorre quando os mesmos iniciadores de deteccdo amplificam o
gene selvagem ou a regido originada apds a recombinacdo homologa. Os iniciadores de
deteccao mostrados na Tabela 3, foram os utilizados previamente por Mendes (2008). Ja os

iniciadores de deteccao do gene msbB (Tabela 4) foram desenhados durante este trabalho.

Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores externos aos genes ihfA e ihfB.

Iniciador Sequéncia

IRfADT -t 5- TTGCGGAGGGTTATAAGAGC -3~
IhfADT —r 5’- GCGTGATTTTACGGTGGGTA - 37
IhfBDT —f 5°- GTTTCGGCCTGTAATCAAGC - 3°
IhfBDT —r 5- TTTTCGGTCGAATAGCGTTT - 37

Fonte: Mendes, 2008.

Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores externos ao gene msbB.

Iniciador Sequéncia
msbBDT — f 5°- ACCGTCGGTTCAACCAATAC -3~
msbBDT —r 5°- CAAGCCGTTAACCCTCTGAC - 37

Fonte: este estudo.
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3.5.5 Etapa de transducao com o bacteriéfago P22

Dentro de uma grande populacdo de bactérias € possivel encontrar algumas que
contéem uma camada de lipopolissacarideos (LPS) incompleta. Estas sdo mais facilmente
transformadas por eletroporagcdo. Desta forma, apds as etapas de eletroporacdo € possivel
que sejam selecionadas coldnias que sofreram recombinacdo, mas cujo LPS é incompleto.
Bactérias com LPS incompleto sdo mais suscetiveis a acdo do sistema imune € menos
imunogénicas. Para assegurar que as linhagens utilizadas nas experiéncias tenham LPS
completo, foi realizada uma etapa de transdu¢do com o bacteri6fago P22. Assim, através do
bacteri6fago, o cassete de recombinagdo € transferido do genoma da bactéria transformada
para o de uma linhagem selvagem que ndo foi eletroporada, gerando um mutante com LPS
completo, uma vez que o fago depende do LPS para se ligar a bactéria. Além disso, o
sistema ARed pode ativar profagos ou recombinacdes secundarias na linhagem hospedeira.
Desta forma, a transferéncia de uma marca de selecdo por transdugcdo diminui

consideravelmente a possibilidade de selecdo de clones contendo recombinagdes adicionais.

Para a transducdo, as linhagens ST662AihfA, ST662AihfB e ST662AmsbB foram
incubadas em 3 mL de meio LB suplementado com cloranfenicol (25 pg/mL) por 18h. No
dia seguinte, 0,03 mL de cada cultura foi transferido para 3 mL de um meio LB novo,
também contendo cloranfenicol. Apds 3 horas de crescimento a 37°C e 150 rpm, 10° u.f.p.
(unidades formadoras de placas) do bacteri6fago P22 foram adicionadas a cultura, que foi
incubada por 18h nas mesmas condic¢des. No dia seguinte, a cultura foi centrifugada a 7000
rpm por 7 minutos e o sobrenadante foi recolhido e filtrado em membrana de 0,22 um. Em

paralelo, a linhagem selvagem ST662 foi cultivada por 18h em 3 mL de meio LB a 37°C e
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150 rpm. A transducdo foi realizada pela incubacao de 90 puL da cultura contendo bactérias
selvagens com 10 pL da solugdo contendo particulas do fago P22 previamente incubadas
com as linhagens ST662AihfA, ST662AihfB ou ST662AmsbB. Esta suspensado foi incubada
em estufa a 37°C por 15 minutos para ligacdo do fago as bactérias e em seguida semeada
em meio LB dgar com cloranfenicol para selecao dos mutantes transduzidos. A presenca de
bactérias mutantes nas coldnias que cresceram foi confirmada com os iniciadores de
detecgdo. Para o cultivo do mutante ST662AmsbB é necessdria a utilizacdo de um meio
modificado, segundo Clairmont e colaboradores (2000). Para o preparo de 1 litro deste
meio € preciso 10g de triptona, 5g de estrato de levedura, 2 mL de CaCl, 1N e 2 mL de

MgSO;4 1IN, além do acréscimo de cloranfenicol na concentra¢ao descrita anteriormene.

3.6 Construcao do duplo mutante ST662AasdAihfA

No sistema A red, a introduc¢do do plasmidio pCP20 em uma linhagem mutante que
sofreu recombinacdo com o cassete amplificado a partir do plasmidio pKD3, é capaz de
deletar o gene de resisténcia ao cloranfenicol, originando uma ‘“cicatriz” no genoma
bacteriano (Datsenko & Wanner, 2000). Nesta “cicatriz” ndo estd presente nem o gene de
interesse, nem o de resisténcia ao cloranfenicol. Isto possibilita a introdu¢do de outro
cassete de recombinagdo linear para gerar uma segunda mutacdo em outra regido de
interesse, conduzindo a construgdo de um duplo mutante. Assim, a linhagem
ST662AasdAihfA foi construida pela transdugdo com fago P22 contendo fragmentos
génicos da linhagem ST662AihfA para a linhagem mutante ST662Aasd contendo a

“cicatriz”, que foi produzida anteriormente no laboratério por Guilherme Payer Milanez.
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Uma vez que o mutante é auxotréfico para o dcido diaminopimélico (DAP), os meios de

cultura foram suplementados com 50 pg/ml de DAP.

3.7 O mutante ST662Afis

A Unica linhagem cujo efeito antitumoral foi testado e que nao foi construida neste
projeto foi a 662STAfis, desenvolvida anteriormente por Mendes e Gregoracci (dados nao
publicados). Esta linhagem também foi construida com a metodologia A red e a linhagem
ST662 foi transduzida pelo fago P22 contendo fragmentos do mutante 662STAfis obtido

anteriormente por eletroporagao.

3.8 Teste de persisténcia dos mutantes ST662AilfA nos camundongos e analise

da sobrevida

Para investigar a distribuicdo das bactérias em diferentes 6rgdos, 10° u.f.c. das
linhagens ST662 e ST662AihfA foram administrados por gavagem em fémeas de C57BL/6
divididas em 2 grupos de 9 camundongos. Nos dias 3, 10 e 17 apés a infecgdo, 3
camundongos de cada grupo foram sacrificados e seus figados, placas de Peyer e bacos
foram coletados e macerados em PBS (concentracdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10
mM, KCI 2,7 mM e pH 7.4) gelado esterilizado. As contagens de bactérias foram realizadas
apds diluicdes seriadas e plaqueamento em meio LB (com cloranfenicol no caso da
linhagem atenuada). Este teste ndo foi realizado com a linhagem ST662AihfB, pois 0s
dados obtidos com a linhagem ST662AihfA em camundongos C57BL/6 foram semelhantes
aos obtidos previamente por Mendes (2008), que testou a atenuagdo dessas duas linhagens

em camundongos BALB/c.
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3.9 Injecao subcutianea da linhagem ST662AikfA

Para avaliar a DLsy e a ocorréncia de necrose tecidual no ponto de inoculacio, o
mutante ST662AihfA foi inoculado pela via subcutanea em camundongos C57BL/6, uma
vez que os tratamentos foram realizados pela via intratumoral. Para este teste, 18
camundongos fémeas C57BL/6 foram divididos em 6 grupos de 3 animais. As doses
inoculadas variaram de 10* a 10® u.fc. e o grupo controle foi inoculado com PBS

(concentragdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, KCl 2,7 mM e pH 7.4) esterilizado.

3.10 Tratamento

Os tratamentos dos animais com as bactérias mutantes comecaram quando os
tumores alcancavam um volume de 50-60 mm”, aproximadamente 12 dias ap6s o inéculo
das linhagens tumorais. Foram realizados experimentos iniciais com administracdo oral e
intravenosa da linhagem ST662AihfA para o tratamento dos tumores. No entanto, nenhuma
das abordagens se mostrou eficaz para este mutante (dados nio mostrados). Os melhores
resultados foram obtidos com injecdo intratumoral, descrita em outros trabalhos (Avogadri
et al, 2008; Zhao et al, 2005).

Todas as linhagens mutantes atenuadas foram testadas no tratamento intratumoral.
As bactérias foram cultivadas a 37 °C durante a noite em 3 mL meio LB com cloranfenicol.
Em seguida, foram diluidas 1:10 em um novo meio, também com antibidtico, e cultivadas
até atingir a D.Ogpo de 0,7. Apo6s este periodo, foram lavadas 2 vezes com PBS
(concentragdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM e pH 7.4) estéril
(centrifugacdes de 7 minutos a 7000 rpm) e ressuspendidas no mesmo tampao. Um volume

de 50 uL contendo densidades celulares que variaram de 10* a 10°, dependendo da
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linhagem testada, foi administrado intratumoralmente. O grupo controle foi composto por
animais inoculados com 50 uL de PBS (concentracdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10
mM, KCI 2,7 mM e pH 7.4).

Os tratamentos foram realizados da seguinte forma:

e Mutantes ST662AihfA e ST662AihfB: 25 camundongos C57BL/6 portadores
de tumor foram divididos em grupos de 5 e receberam doses intratumorais
que variaram de 10*a 10° u.fec.

e Mutante ST662AihfAAasd: um grupo de 5 camundongos C57BL/6
portadores de tumor foi tratado com uma dose de 10% u.fec.

e Mutante ST662AmsbB: um grupo de 5 camundongos C57BL/6 portadores
de tumor foi tratado com uma dose de 10° u.f.c.

e Mutante ST662Afis: 25 camundongos C57BL/6 portadores de tumor foram
divididos em grupos de 5 e receberam doses intratumorais que variaram de

10*a 107 u.f.c.

3.11 Avaliacao da atividade antitumoral

A atividade antitumoral foi avaliada pela inibicdo do crescimento do tumor e
sobrevida dos camundongos. Antes e durante a andlise do tratamento, os tumores foram
medidos individualmente com paquimetro. Seus volumes foram determinados usando a

. L, . 2 .
seguinte férmula: volume do tumor = comprimento x largura” x 0,52, de acordo com Jia e

colaboradores (2007).
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3.12 Analises histolégicas

3.12.1 Processamento do material

As massas tumorais de 3LL tratada e ndo tratada foram processadas para
microscopia de luz. Inicialmente, foram incubadas por 18h em paraformaldeido 4% diluido
em PBS 0,1M pH 7.4. Em seguida as amostras foram lavadas 3 vezes por 10 minutos com
PBS 0,IM pH 7,4 e 3 vezes com &gua destilada. A desidratacdo foi realizada com
incubacgdo sequencial de 30 minutos em etanol 70%, 80%, 95% e 100% (neste ultimo por 3
vezes). ApOs a desidratagcdo as amostras foram diafanizadas com etanol-xilol, xilol I e xilol
I, por 20 minutos cada. A inclusdo foi realizada com incubacio de 1 hora em xilol-parafina

e 1 hora em parafina.

3.12.2 Coloracao

Para a coloragdo dos cortes foram utilizados os corantes hematoxilina e eosina.
Inicialmente, os cortes foram desparafinizados, com passagens de 10 minutos cada, no
Xilol I, II e III. Em seguida, foram hidratados com incubag¢des de 5 minutos em dlcool
100%, 95%, 80%, 70% e &gua destilada, respectivamente. Para a coloracdo, foram
incubados por 1 minuto na hematoxilina filtrada, lavados em dgua destilada e incubados por
7 minutos em eosina Y. Em seguida, foram desidratados em dlcool 95% e 3 vezes em
etanol 100% por 5 minutos cada. A montagem das laminas foi realizada apds incubagdes
em alcool-xilol, xilol I e xilol II (5 minutos cada). Todos os procedimentos histolégicos
foram realizados no laboratério do Prof. Dr. Paulo Pinto Joazeiro, no Departamento de

Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia da Unicamp.
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3.13 Dosagem de transcritos para IL-12 e INF-y

Foi realizado um experimento piloto de PCR em tempo real para a detec¢do de
transcritos das citocinas IL-12 e INF-y em camundongos inoculados com o tumor 3LL ndo
tratados e tratados com 10° u.f.c. da linhagem ST662AiAfA. Foram coletados o baco e os
linfonodos de dois animais tratados e de dois nao tratados em dois periodos: 24 horas apds

o tratamento e 7 dias apds o tratamento (dos animais que sobreviveram).

3.13.1 Extracao de RNA total

Para a extracdo do RNA total, os 6rgaos coletados foram macerados e incubados
com 500uL de Trizol por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 200uL de cloroférmio, a solugdo foi agitada em voértex por 15 segundos e
incubada em gelo por 15 minutos. Apds esta incubacdo, o sistema foi centrifugado a 12.000
rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa, contendo RNA, foi retirada, incubada com
500uL de isopropanol, agitada no vortex por 15 segundos e centrifugada a 12.000 rpm por
15 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de etanol 70% gelado e
centrifugado nas mesmas condicdes anteriores. Ao sedimento foi adicionado 10uL de agua

DEPC para solubilizagdo do RNA.

3.13.2 Sintese do cDNA

Para a sintese do cDNA, foram utilizados os reagentes e o protocolo do kit “High-

capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems).
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3.13.3 PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR)

Para a reacdo de PCR em tempo real quantitativo, foram utilizados os reagentes do
kit “TagMan Universal PCR Master MIX” (Applied Biosystems). A analise das reagdes foi
realizada no “Tagman ABI Prism 7500 Sequence Detector” (PE Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). Os iniciadores utilizados nesta andlise foram os da enzima
constitutiva GAPDH (Applied Biosystems, ref. Mm99999915_gl) da interleucina 12
(Applied Biosystems, ref. Mm00434189_m1) e do interferon-y (Applied Biosystems, ref.
MmO01168134_ml). Os dados foram obtidos pela medi¢do de duplicatas independentes de
cada amostra. O valor do limiar ( “threshold cycle value’) de cada medi¢do ndo ultrapassou

0.5 ciclos de amplificagdo.
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Resultados




4. Resultados

4.1 Construcao dos mutantes ST662AihfA e ST662AihfB

Os mutantes ST662AihfA e ST662AihfB foram obtidos com sucesso. Na figura 2

observa-se a deteccao da mutagdo com os iniciadores de detec¢ao, descritos na Tabela 2.
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500 -
250 - 250 -

Figura 2: Confirmacdo da obtencdo de mutantes de S. enferica nulos para os genes ihfA e
ihfB utilizando o sistema de recombina¢do homodloga A red; (A) 1: marcador de massa
molecular 1 kb; 2: detec¢ao do gene ihfA na bactéria selvagem; 3: detecc@o da substitui¢ao
do gene ihfA pelo de resisténcia a antibidtico. Ambas reagdes de PCR foram realizadas com
o mesmo par de iniciadores de deteccdao. (B) 1: marcador molecular 1 kb; 2: deteccdo do
gene ihfB na bactéria selvagem; 3: deteccdo da substituicdo do gene iifB pelo de resisténcia
a antibidtico. Ambas reacdes de PCR foram realizadas com o mesmo par de iniciadores de
deteccao.

4.2 Teste de persisténcia do mutante ST662AikfA nos camundongos e analise

da sobrevida

Neste teste € avaliada a capacidade e a quantidade de bactérias que colonizam
diferentes 6rgdos, como bago e placas de Peyer, além do tempo que a colonizacio persiste.

O teste de persisténcia (Figuras 3) mostrou que a bactéria ndo causa nenhum sintoma de
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Percentual de sobrevivéncia

doenga nos camundongos, mesmo em densidades celulares elevadas quando administradas
por via oral, e em aproximadamente 17 dias é eliminada de seu organismo. Deste modo, foi

verificada a atenuagdo da viruléncia por essa via.
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Figura 3: Testes de sobrevivéncia de camundongos apds infeccio com o mutante
ST662AihfA em camundongos C57BL/6 e andlise da persisténcia desta linhagem em seu
organismo. Cerca de 10® u.fc. da bactéria selvagem e mutante foram inoculados por
gavagem e apods o 3° 10° e 17° dias, os animais foram sacrificados e seus bacos, placas de
Peyer e sangue foram coletados para contagem de colonias. Nota-se em “A” que todos 0s
camundongos inoculados com a bactéria selvagem morrem no 6° dia apds a infecgao,
impedindo o acompanhamento da persisténcia destas bactérias em seu organismo. B(1)
Média do nimero de u.f.c. de bactérias selvagens ST662 encontradas no sangue, baco e
placas de Peyer de 3 animais no 3° dia apds a infecg¢@o. No 6° dia, todos os outros animais
do grupo morreram. B(2) Média do numero de bactérias atenuadas STO662AihfA
encontradas no 3°, 10° e 17° apés a infec¢do.
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4.3 Avaliacao da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA

Os tratamentos realizados com inje¢cdo intravenosa e por gavagem da linhagem
atenuada surtiram pouco efeito, uma vez que as massas tumorais continuaram a crescer ao
longo do tempo (dados ndo mostrados). O primeiro tratamento intratumoral, por sua vez,
mostrou-se bastante promissor: 10% u.f.c. do mutante ST662AihfA concentrado em 50 pL
foram injetadas diretamente no tumor e em menos de 24 horas o tumor B16F10
desapareceu completamente (figura 4), enquanto a massa do tumor 3LL diminuiu

consideravelmente e adquiriu um aspecto necrosado (figura 5).

Figura 4: Avaliacdo da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongos
portadores do melanoma B16F10. (A) Camundongo do grupo controle com o tumor
B16F10 néo tratado. (B) Camundongo tratado com 10® u.f.c. do mutante ST662AihfA. (C,
D e E) Comparacdo entre os camundongos tratado (E) e ndo tratado (D).
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Figura 5: Avaliagdo da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongos
portadores do carcinoma 3LL. (A) Camundongo do grupo controle com o tumor 3LL ndo
tratado. (B) Camundongo tratado com 10* u.fc. do mutante ST662AihfA. (C e D)
Comparacio entre o camundongo tratado (esquerda) e ndo tratado (direita).

No entanto, os camundongos estavam em estado de choque, prestes a morrer. Isto
provavelmente se deve a uma forte reagdo imunoldgica associada a sindrome da lise
tumoral, que é causada pela destruicio massiva de células tumorais. A rapida liberacdo do
conteudo intracelular causa hiperuricemia, hipercalemia, hiperfosfatemia e hipercalcemia.
Estas anormalidades metabdlicas podem causar disritmia cardiaca, lesdo aguda do figado,
edema pulmonar e mesmo levar a morte (Abu-Alfa & Younes, 2010). Quando tratados
com doses menores, como 10° e 10* u.f.c., os resultados foram mais satisfatérios. As
massas tumorais regrediram e “secaram” (figuras 6 e 7) e a sobrevida dos camundongos foi
maior. No entanto, ao longo do tempo, a porcentagem de morte observada nestes grupos foi
em torno de 60%. Nos grupos controles, quando a massa tumoral atingia um volume
aproximado de 500 mm’ os animais que continuavam vivos eram sacrificados, para evitar

mais sofrimento, uma vez que o tamanho do tumor era exagerado (figura 8).
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Figura 6: Avaliacdo da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongos
portadores do carcinoma 3LL. (1) Camundongo com o tumor 3LL no 4° dia apds o
tratamento com 10° u.f.c. do mutante ST662AihfA. Observa-se que o tumor ““seca™ e se
forma uma casca em seu lugar (1A). Apds a dissecacdo do camundongo, nota-se a massa
tumoral endurecida e com aspecto necrosado (1B). Antes de ser sacrificado, o animal
apresentava aspecto sauddvel, sem sintomas de choque ou doenca. (2) Gréfico de
sobrevivéncia do grupo tratado com 10’ u.f.c. do mutante ST662AihfA.
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Figura 7: Avaliagdo da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongos
portadores do melanoma B16F10. (1) Camundongo com o tumor B16F10 no 5° dia apés o
tratamento com 10° u.f.c. do mutante ST662AiAfA. Observa-se que o tumor seca € se
forma uma casca em seu lugar (1A - seta). Apds a dissecacdo do camundongo, nota-se a
massa tumoral endurecida e com aspecto necrosado (1B). Em 1C, a casca foi retirada, ndao
deixando nenhum vestigio do tumor. Em 1D, observa-se a massa tumoral de um animal
controle. (2) Grafico de sobrevivéncia do grupo tratado com 10° ufc. do mutante
ST662AihfA.
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Figura 8: Comparagdo entre os volumes do tumor BI16F10 tratado e ndo tratado. 4 dias
apdés o tratamento ja ndo € mais possivel medir a massa tumoral, uma vez que ela foi
substituida por uma “cicatriz”.

No periodo de 3 semanas apds o tratamento com 10° do mutante ST662AihfA, a
massa tumoral de BI6F10 dos camundongos que sobreviveram desapareceu
completamente, restando apenas tecido fibroso/colagenoso em seu lugar (figura 9). No
entanto, apds a dissecacdo dos camundongos, observam-se possiveis pontos de metdstase

na derme (figura 9).

Figura 9: Avaliacdo da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongo
portador do melanoma B16F10. Camundongo dissecado 3 semanas apds o tratamento com
10° ufc de ST662AihfA. Observa-se que a massa tumoral tratada desapareceu
completamente, restando apenas tecido fibroso (seta). No entanto, surgiram pontos
possivelmente de metdstase em sua pele (asterisco).
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4.4 Injecao subcutianea da linhagem ST662AikfA

O resultado da avaliacdo da LDs, da linhagem ST662AihfA pela via subcutinea foi
o de que todos os camundongos dos grupos inoculados com 107 e 10® u.f.c. morreram apos
4 dias, enquanto os que foram inoculados com as doses de 10%, 10° e 10° u.fec.
sobreviveram sem nenhum sintoma de doenga (ou necrose tecidual) tanto quanto
camundongos saudéveis. Este resultado indica que a morte dos camundongos tratados
intratumoralmente com doses variando entre 10* e 10° ndo se deve 2 infeccdo pela bactéria
atenuada, mas sim a mecanismos de resposta imune aos tumores infectados e possivelmente

a sindrome da lise tumoral.

4.5 Microscopia de luz

Como mostrado na figura 10, apds o tratamento do tumor 3LL com 10° ufc. da
linhagem ST662AihfA observam-se pontos de hemorragia e inimeras células em processo
de morte celular em &dreas proximas. A forte hemorragia é provavelmente causada pela
producdo de indmeras citocinas pro-inflamatorias, em resposta a infec¢do bacteriana,

principalmente TNF-a (Leschner et al, 2009).
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Figura 10: Microscopia de luz do tumor 3LL. A, C e D: Tumor nao tratado. B, D e E:
Tumor tratado com 10> u.f.c. do mutante ST662AihfA. No tratado observam-se pontos
hemorragicos (B) e células em fase de morte celular (D e E), enquanto os vasos do tumor
ndo tratado encontram-se integros (C) e suas células estdo em divisao (D).
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4.6 PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR)

A expressdao do IFN-y tanto no baco quanto nos linfonodos dos animais tratados
aumentou (Figura 11) em relacdo aos ndo tratados e continuou alta até sete dias apds o

inoculo.

A analise do resultado do PCR em tempo real com os iniciadores para deteccdo da
expressdo de IL-12 foi inconclusiva, pois uma das duplicatas de cDNA de linfonodo nao

pdde ser lida por algum problema na amostra.
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Figura 11: Gréficos mostrando a expressdo de IFN-y no baco (1) e linfonodos (2) de
camundongos ndo tratados e tratados com 10° u.f.c. da linhagem ST662AiAfA. Observa-se
um aumento na expressao génica da interleucina IFN-y no baco (1) e nos linfonodos (2)
apols o tratamento com a bactéria mutante.

4.7 Avaliacao da atividade antitumoral da linhagem ST662AikfB

O efeito antitumoral da linhagem ST662AihfB foi semelhante ao da linhagem
ST662AihfA. Foram realizados tratamentos intratumorais com diferentes doses, variando de

10* a 10" uf.c. Ao longo do tempo, todos os camundongos dos grupos tratados com 10°,
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10° e 107 u.f.c. morreram, apesar da significativa reducdo da massa tumoral (Figura 12). O
unico camundongo que sobreviveu no grupo tratado com 10* ficou completamente curado;
sua massa tumoral desapareceu totalmente e ele permaneceu vivo por vdrias semanas
(Figura 13). E importante comentar que, no caso dos tumores tratados com 10%e 107 u.f.c.

da linhagem ST662AihfB foi observada uma grande hemorragia na area tumoral (Figura

12), o que ndo tinha sido visto nos tratamentos com a linhagem ST662AihfA.

Figura 12: Avaliac¢do da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongos
portadores do melanoma B16F10. (1) Camundongo com o tumor B16F10 tratado com 10’
u.f.c. do mutante ST662AihfB. Observa-se uma grande hemorragia na drea tumoral, o que
ndo tinha sido visto nos tratamentos com a linhagem ST662AihfA. (2) Camundongo tratado
com 10° u.fc. da linhagem ST662AihfB. Apés a dissecacdo do camundongo, nota-se a
massa tumoral endurecida e com aspecto necrosado.

Figura 13: Avaliag¢do da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongo
portador do melanoma B16F10. Camundongo com o melanoma B16F10 tratado com
injecdo intratumoral de 10* u.fc. da linhagem atenuada ST662AikfB. A: 12 dias apés
tratamento; B: 18 dias ap6s tratamento; C: 21 dias apds tratamento.
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ApoOs inumeras experiéncias, foi observado que ambas linhagens ST662AihfA e
ST662AihfB apresentam grande potencial antitumoral. No entanto, dependendo da
concentracdo utilizada, nem todos os animais do grupo com tumor sobrevivem apds o
tratamento, apesar dos mutantes terem apresentado viruléncia atenuada quando
administrados em altas doses via oral em camundongos sauddveis. Assim, a partir destes
resultados, o projeto tomou um novo rumo. Os esforcos foram voltados para o
desenvolvimento e testes de outros mutantes de S. enferica Typhimurium com o objetivo de

se buscar linhagens menos reatogénicas.

4.8 Construcio e avaliacao da atividade antitumoral do duplo mutante

ST662AasdAihfA

Foi construida uma linhagem ainda mais atenuada, o mutante ST662AasdAihfA, na
esperanca de se otimizar o tratamento. O gene asd é um dos responsdveis pela via de
sintese do 4cido diaminopimélico (DAP), componente importante da parede celular de
Salmonella. Deste modo, na auséncia de DAP, mutantes asd sofrem lise apds poucos ciclos
de replicacgdo.

A construcdo da linhagem ST662AasdAihfA estd mostrada na Figura 14. Esta
linhagem ¢ ainda mais atenuada que ST662AikfA, uma vez que é auxotréfica para o dcido
diaminopimélico (DAP). Por ndo sobreviver por mais de alguns ciclos replicativos, a
hipétese levantada foi a de que lancando mao deste mutante os problemas de mortalidade
seriam superados, enquanto a massa tumoral seria reduzida com a mesma eficicia que
ocorre quando tratada com as linhagens ST662AihfA e ST662AihfB. De fato, nenhum

animal sauddvel inoculado via oral com o mutante auxotréfico morreu ou sequer apresentou
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sintomas de doenga (dados nao mostrados). Além disso, quando injetado diretamente no
tumor, este mutante ndo provocou a morte de nenhum camundongo, mesmo em doses altas
como 107 u.f.c. No tratamento intratumoral com 10’ u.f.c deste mutante, houve certa
inibi¢do do crescimento tumoral em relagdo ao grupo controle (dado ndo mostrado), mas,
ao longo do tempo, mesmo os tumores dos camundongos tratados continuavam a crescer
bastante. Deste modo, mesmo com doses elevadas, o duplo mutante ST662AasdAihfA nao
apresentou o mesmo efeito das linhagens ST662AihfA e ST662AihfB. Assim, € provavel
que a atividade antitumoral de S. enterica dependa de sua multiplicagdo no interior do
tumor, ja que o duplo mutante ndo se replica por mais de um ciclo. O fato positivo foi que
nenhum camundongo do grupo tratado morreu devido ao tratamento; os camundongos

foram sacrificados somente quando os tumores atingiram um volume acima de 500 mm”.
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Figura 14: Constru¢do do duplo mutante Aasd e AihfA. (A) Sistema de recombinacio
homologa A. 1: marcador molecular 1 kb; 2: detec¢do do gene iAfA na bactéria selvagem; 3:
deteccao da substituicdo do gene ihfA pelo de resisténcia a antibidtico. Ambas reacdes de
PCR foram realizadas com o mesmo par de iniciadores; (B):" Cicatrizacdo™™ do gene Asd
pelo uso do plasmideo pCP20. 1: marcador molecular 1 kb; 2: tamanho original do gene
asd amplificado por PCR; 3: tamanho do fragmento do gene asd cicatrizado; (C):
Confirmagdo da criacdo de um mutante para os genes asd e ihfA por multiplex PCR. 1:
marcador molecular 1 Kb; 2: branco da reacao; 3: multiplex PCR com os primers ihfADT e
asdDT.
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4.9 Construcao e avaliacio da atividade antitumoral do mutante ST662AmsbB

Acredita-se que o que levou boa parte dos camundongos tratados com as linhagens
ST662AihfA e ST662AihfB a morte foi a sua capacidade de ainda induzir grande producao
de TNF-a, o que culmina no choque séptico. Isto ocorre porque as mutagdes nos genes iifA
e ihfB ndo influenciam a sintese do lipopolissacarideo da bactéria, responsavel pela
atividade endotéxica. Uma alternativa ao tratamento seria a constru¢do do duplo mutante
662STAihfAAmsbB. O gene msbB € responsdvel pela adicdo de um grupo miristico
terminal ao lipidio A, componente glicolipidico do lipopolissacarideo que estimula a
producdo de TNF-a e, consequentemente, a cascata de eventos que leva ao choque séptico.
Assim, a delecdo do gene msbB diminui a capacidade das bactérias de induzir a producdo
de TNF-a e de causar o choque séptico (Clairmont et al, 2000; Rosenberg et al, 2002; Toso
et al, 2002). No entanto, a constru¢do do duplo mutante 662STAihfAAmsbB nao foi
possivel. Assim, foi construido e testado somente o mutante 662STAmsbB.

O mutante ST662AmsbB foi obtido com sucesso, seguindo-se todas as etapas do
sistema de recombinagdo A red, inclusive a transdu¢@o com o fago P22 (a Figura 15 mostra
a confirmacio da mutacgdo).

Como descrito anteriormente, devido a alta taxa de mortalidade observada no
tratamento de camundongos com as linhagens ST662AihfA e ST662AihfB e a falta de
resposta antitumoral do duplo mutante ST662AasdAihfA, partiu-se para a constru¢do do
mutante ST662AmsbB, com o objetivo de se obter uma linhagem mais atenuada que
pudesse eliminar o tumor sem causar mortalidade. O tratamento inicial com esta linhagem
foi feito com uma dose de 107 u.f.c. em um grupo de 5 animais com o tumor B16F10. Se a

mesma dose fosse utilizada no tratamento com os mutantes ST662AihfA e ST662AihfB, por
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exemplo, as massas tumorais desapareceriam completamente, mas os camundongos
também morreriam. No caso da linhagem ST662AmsbB, nem mesmo esta alta dose surtiu
efeito no retardo ou eliminagdo da massa tumoral. Além disso, 10 dias apds o tratamento,
todos os camundongos deste grupo morreram (Figura 16). Desta forma, ndo foram
realizados novos experimentos com esta linhagem, j4 que por algum motivo esta mutacio
gerou um fendtipo que ndo induz a regressdo tumoral e ainda causa grande mortalidade nos

camundongos.
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Figura 15: Constru¢do do mutante 662STAmsbB com o sistema de recombinacdo
homologa A red. 1: marcador molecular 1 kb; 2: deteccdo do gene msbB na bactéria
selvagem; 3: detec¢do da substituicdo do gene msbB pelo de resisténcia a antibidtico; 4:
branco da reagdo. Ambas reagdes de PCR foram realizadas com o mesmo par de iniciadores

de deteccao.
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Figura 16: Grifico de sobrevivéncia dos animais tratados com 107 u.f.c. do mutante
662STAmsbB. Nota-se que no 9° dia ap6s o tratamento, todos os camundongos do grupo

morreram.

4.10 Avaliagdo da atividade antitumoral da linhagem ST662Afis

O mutante ST662Afis representou mais uma tentativa de se encontrar uma linhagem
atenuada que induzisse a regressdo tumoral e que a0 mesmo tempo ndo causasse nenhum
efeito colateral. Neste experimento, todos os camundongos, mesmo os que foram tratados
com a dose de 10" u.f.c., morreram 6 dias apds o tratamento. No entanto, foi possivel

observar a regressdo do tumor em grande parte dos animais (Figura 17).
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Figura 17: Avaliacdo da atividade antitumoral da linhagem ST662AihfA em camundongo
portador do melanoma B16F10. (1) Camundongo com o tumor B16F10 no 3° dia apds o
tratamento com 107 u.f.c. do mutante ST662Afis. Observa-se que o tumor apresenta aspecto
necrosado e grande hemorragia (1A e 1B). No entanto, no gréfico se sobrevivéncia dos
animais (2) tratados com doses que variavam de 10* a 10" u.f.c. do mutante 662STAfis,
nota-se que no 6° dia apds o tratamento, todos os camundongos, independentemente da

dose, morreram.
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5. Discussao

O potencial de se tratar tumores com o uso de bactérias geneticamente modificadas
vem sendo muito estudado pela comunidade cientifica. No Brasil, ainda é um tema que vem
sendo pouco abordado. Deste modo, este trabalho foi baseado na avaliagdo do efeito
terapéutico de intimeras linhagens atenuadas de S. enterica Typhimrium desenvolvidas por
Nosso grupo.

Esta linha de pesquisa € nova para o Prof. Dr. Marcelo Brocchi, que aceitou o
desafio de orientar este projeto pioneiro. Foram construidos e testados inimeros mutantes
de S. enterica no tratamento de tumores e cada experimento permitiu um novo aprendizado
tedrico-pratico sobre o tema. Em seguida, sdo discutidos os resultados obtidos com cada
linhagem e as conclusdes que puderam ser tiradas apds esta experiéncia inovadora.

Inicialmente, pode-se concluir que o volume da massa tumoral no inicio do
tratamento € importante para que o mesmo tenha efeito. Este fato € suportado por Crull e
colaboradores (2011), que chegaram a mesma conclusdo em seus experimentos. Caso seja
igual ou maior do que 100mm’, nenhum tratamento foi capaz de interromper seu
crescimento. H4 uma reducao inicial no seu desenvolvimento, mas dentro de alguns dias a
massa volta a aumentar, mesmo com a administracdo de uma segunda dose (dado ndo
mostrado).

Os mutantes ST662AihfA e ST662AihfB sdo vitimas do proprio sucesso, ja que
apesar de eliminar eficazmente a massa tumoral e manter a sobrevida dos camundongos em
alguns casos, seu forte efeito antitumoral tem levado parte dos camundongos a morte.
Acredita-se que existe uma associacao entre o choque séptico e a sindrome da lise tumoral

na morte dos animais. Citocinas como TNF-q, IL1f, IL6, IL12, IFN-y, fator ativador de
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plaquetas e quimiocinas sdao produzidas em resposta ao LPS e estdo associadas a
patogénese do choque endotdxico, caracterizado por bacteremia, hipdxia, hipoperfusao,
coagulagdo intravascular disseminada e faléncia multipla dos 6rgdos (Van Amersfoort et al,
2003). Além disso, a rapida e massiva destruicao das células tumorais causa a liberagao do
conteido intracelular na corrente sanguinea, causando hiperuricemia, hipercalemia,
hiperfosfatemia e hipercalcemia. Estas anormalidades metabdlicas podem causar disritmia
cardiaca, lesd@o aguda do figado, edema pulmonar e mesmo levar a morte (Abu-Afa &
Younes, 2010). Apesar de os camundongos serem isogénicos € a mesma quantidade de
células tumorais foram injetadas em posi¢Oes similares em cada camundongo, ha fatores
que variam de individuo para individuo. O fato de alguns camundongos terem sobrevivido
ao tratamento e sua massa tumoral ter desaparecido evidencia que houve fatores intrinsecos
aos camundongos e as linhagens tumorais que possibilitaram sua sobrevivéncia.
Microambiente tumoral, maior ou menor irrigacdo do tumor, volume tumoral, etc., podem
ter sido fatores determinantes na melhora de uma parte dos camundongos em detrimento de
outra.

Apesar de a massa tumoral de B16F10 desaparecer completamente em 3 semanas
apos o tratamento com ST662AihfA, observam-se indicios de metdstase na pele dos
camundongos. Estes dados sugerem que tratamento conjunto com drogas antitumorais e/ou
irradiacdo do tumor podem ser necessario para a eliminacdo total de células malignas e a
cura do animal.

Com o experimento utilizando o duplo mutante ST662AasdAihfA, pode-se indicar
que a multiplicagdo da bactéria no interior do tumor é provavelmente um fator inerente a
acdo antitumoral de S. enterica, uma vez que o efeito deste mutante ndo foi satisfatério em
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comparagdo com os mutantes ST662AihfA e ST662AihfB. O mutante para o gene asd nio
se multiplica por mais de poucos ciclos, uma vez que € auxotréfico para o acido
diaminopimélico, importante na sintese da parede celular. O tratamento dos tumores com
esta linhagem nao desacelerou o crescimento da massa tumoral. No entanto, o fato positivo
foi que nenhum camundongo morreu apds a injec@o intratumoral deste mutante, mesmo
com a administracdo de uma alta dose de 10’ u.f.c. Como este mutante ndo se multiplica em
auséncia de DAP como os outros, a densidade de bactérias no organismo ndo aumenta
significativamente, e o risco de causar choque séptico diminui bastante, uma vez que a
rapida multiplicacdo de outras linhagens no organismo induz cada vez mais a producdo de
TNF-a. Assim, este resultado pode indicar duas possibilidades: que a multiplicacdo das
bactérias no interior do tumor pode ser necessaria para a eficicia de sua acio antitumoral e
que o duplo mutante ST662AasdAihfA poderia ser utilizado como um carreador seguro de
moléculas terapéuticas. E importante também salientar que todos os tratamentos foram
baseados em dose tnica. E possivel que doses didrias do duplo mutante apresentem uma
maior eficécia terapéutica.

Um dos fatores que limitam o uso de S. enterica como agente antitumoral € o
choque séptico causado apds a indugdo da producdo de TNF-a estimulada pelo lipidio A da
bactéria. Neste sentido, foi construido o mutante ST662AmsbB que, apesar de possuir um
lipidio A incompleto, foi capaz de levar os camundongos tratados a morte. Isto indica que
os outros fatores de viruléncia de Salmonella também devem ser atenuados e que somente a
mutacdo no lipidio A ndo € suficiente para constru¢ao de uma linhagem segura. Além disso,
mesmo altas doses deste mutante ndo exibiram o mesmo efeito dos mutantes ST662AihfA,
ST662AihfB e ST662Afis, por exemplo, contra os tumores, uma vez que a massa tumoral
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continuou crescendo com o passar do tempo. Apesar de Low e colaboradores (1999) terem
descrito a mesma mutacio simples no gene msbB em outra linhagem de S. enterica e terem
evidenciado sua seguranca e certo efeito — na verdade nao muito satisfatério, uma vez que
seus resultados mostram que os tumores nao tratados alcangavam um volume de 3000 mm’
enquanto os tratados ndo regrediam mas continuavam com um volume de 1000 mm® (ainda
assim muito grande) - sobre o melanoma B16F10, o mesmo ndo ocorreu em relacdo a
linhagem ST662AmsbB. E possivel que as linhagens mutadas para o gene msbB nio sejam
apropriadas para o tratamento de tumores, ja que uma grande reducao nos niveis de TNF-a
pode diminuir o potencial terapéutico das bactérias (Leschner & Weiss, 2010), uma vez que
alguns mecanismos de ac@o antitumoral ja descritos, como hemorragia, dependem da
inducdo de TNF-a (Leschner et al, 2009).

S. enterica induz a inflamacdo da mucosa e diarréia pela indu¢do da producdo de
inimeras citocinas, incluindo IFN-y, TNF-a, IL-1b, IL-17 e IL-22 (Muller et al, 2009). O
IFN-y ¢ produzido nos linfonodos e no baco pouco tempo apds a infeccio por S. enterica
pelas células NK, NKT, linfécitos T CD4 e CD8, o que ativa as fun¢des microbicidas dos
macrofagos (Foster et al, 2003). Além disso, Morello e colaboradores (2011) descreveram
que o IFN-y pode inibir o crescimento de células tumorais e induz a diferenciagcdo de
células NK e células T em células efetoras que produzem TNF-o, contribuindo para a
regressao tumoral. Desta forma, o resultado obtido pelo PCR em tempo real quantitativo
estd de acordo com os dados da literatura, evidenciando que o aumento na expressao de
IFN-y pela preseng¢a da bactéria nos tumores também é um mecanismo de acio antitumoral.

O uso de bactérias no tratamento do cancer ainda estd longe de ser uma terapia
clinica estabelecida. Isto porque muitos grupos de pesquisa vém relatando as mesmas
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dificuldades encontradas neste projeto em relacdo a mortalidade de animais apds o
tratamento, seja por choque séptico ou por infeccido de 6rgdos sauddveis a longo prazo.
Neste sentido, Crull & Weiss (2011) relataram o uso do antibiético ciprofloxacina como
medida de impedir a morte dos camundongos apds o tratamento da massa tumoral. Para
garantir a sobrevivéncia dos animais, a administracao do antibiético deve comecar dentro
de 24 horas apds o tratamento. Os autores comentam que este tratamento nao prejudica o
efeito terapéutico das bactérias. Assim, a combinacdo de bactérias e controle por
antibidticos pode ser uma forma de se alcancar bons resultados na terapia contra o cancer.

Indmeros experimentos mostraram a vasta capacidade das bactérias de tratar o
cancer por meio de inumeros mecanismos. Forbes (2010) comenta que a terapia bacteriana
definitiva serd constituida por uma colecdo de linhagens construidas para propdsitos
especificos, ao invés de uma unica e perfeita linhagem. Por exemplo, o tratamento ideal
poderia usar linhagens cooperativamente e em combinagdo com a quimioterapia molecular:
uma anaerobica facultativa detectdvel poderia ser usada para o diagndstico; uma linhagem
imunogénica geneticamente modificada poderia ser usada para sensibilizar o sistema
imune; uma anaerdbica obrigatdria poderia ser utilizada para o tratamento de tumores
primdrios 1inoperdveis; uma outra linhagem que produza um agente citotoxico
controladamente poderia ser utilizada para tratar metédstases e tumores difusos. Neste
sentido, o mutante deste estudo poderia ser aplicado para reduzir e eliminar o tumor
primdrio, enquanto uma outra linhagem seria responsavel por eliminar metdstases. Uma vez
aprimoradas, bactérias anticincer serdo uma ferramenta clinica essencial, capazes de
desempenhar fungdes que ndo podem ser realizadas por outras terapias e que poderao
detectar, prevenir e tratar tumores primdrios € metastases.
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As perspectivas para a continuacdo deste projeto envolvem novas tentativas de se
encontrar uma linhagem segura e eficaz no tratamento de tumores em modelos murinos.
Boas alternativas no tratamento seriam a constru¢ao dos duplos mutantes ST662AihfAAihfB
e ST662AihfAAmsb, a utilizacdo das linhagens ja construidas em conjunto ou mesmo 0 uso

de antibidticos no controle do tratamento.
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Anexo




7. Anexo

7.1 Testes com a violaceina

Além do teste dos mutantes descritos, foram realizados experimentos com a
violaceina na tentativa de se tratar os tumores. A violaceina é um pigmento de cor violeta
produzido pela bactéria Gram-negativa de vida livre Chromobacterium violaceum e
Janthinobacterium lividum e possui um largo espectro de acao antimicrobiana, antitumoral,
tripanocida (Durdn & Menck, 2001) e leishmanicida (Leon et al, 2001), além de
apresentar a vantagem de ser um composto indutor de apoptose em linhagens
tumorais; na linhagem HL60, por exemplo, a apoptose € induzida pela ativacdo direta do
receptor para fator de necrose tumoral 1, causando a ativacdo da caspase 8,
transcricdo dos genes regulados pelo fator nuclear kappa-B (NF-kappaB) e a ativacdo
da MAP-quinase p38 (Ferreira et al, 2004); além disso, hd evidéncias de que a via de
apoptose mitocondrial (que é ativada pelo extravasamento de citocromo C e SMAC-
Diablos) aja concomitantemente. Deste modo, a violaceina apresenta um bom potencial
terapéutico. Inicialmente, a idéia era a de utilizar a violaceina em conjunto com S. enterica
para avaliar se haveria um sinergismo entre os dois, jd que a violaceina ndo causa dano a S.
enterica in vitro (dados nao publicados). No entanto, como ndo foi possivel encontrar um
mutante seguro para o tratamento, foi avaliado o efeito antitumoral da violaceina

1soladamente.

A violaceina utilizada nos testes foi a comercial, vendida pela Sigma-Aldrich.
Inicialmente, o produto foi diluido em dimetilsulféxido 99,9% (DMSO — Mallinckrodt),
sendo a concentragdo da solugdo estoque lug/uL. Foram realizados dois tipos de

75



tratamentos, um pela via intraperitoneal e outro pela via intratumoral. No primeiro, a
solugdo estoque foi diluida em diferentes concentracdes e a violaceina foi administrada
intraperitonealmente durante 7 dias em camundongos C57/BL6 apresentando o tumor
B16F10. As concentracdes administradas foram 0,75 mg/Kg, 0,25mg/Kg e 0,05 mg/Kg. O
outro tratamento correspondeu a uma dnica dose de violaceina na concentragdo 0,75 mg/Kg
via intratumoral. Aos grupos controles de cada tratamento, foi administrado DMSO 99,9%
diluido em PBS (concentracdo final de NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM e pH
7.4) correspondente a concentragdo mais alta de DMSO usada nos tratamentos com a

violaceina (0,75 mg/Kg de violaceina).

Como resultado, foi verificado que tanto o tratamento intraperitoneal quanto o
tratamento intratumoral exerceram efeito no retardo do crescimento das massas tumorais
quando comparados ao grupo controle tratado com DMSO diluido em PBS (Figura 18).
Embora este seja um experimento preliminar, o tratamento mais eficaz correspondeu a
injecdo intratumoral. Assim, o uso de violaceina neste modelo experimental parece ser

promissor e serd melhor explorado futuramente.
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Figura 18: Gréifico comparando os tratamentos intraperitoneal e intratumoral com

violaceina em diferentes doses.
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