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RESUMO

IL-2 e TRAIL sao agentes terapéuticos conhecidos por seu papel antitumoral, mas podem ser
depurados rapidamente pelo organismo ou serem tdxicos, comprometendo sua fungdo. Para
reverter esse impasse, a sintese desses agentes por bactérias vivas diretamente no tumor ¢ uma
abordagem viavel, devido a preferéncia das bactérias em infectar as células tumorais. Isso acontece
devido a alta grade de nutrientes neste microambiente e fuga da agdo protetora das células
imunologicas, ja que os tumores solidos sdo isquémicos € possuem regides de hipdxia. Nesse
contexto, Salmonella representa um vetor vivo promissor para entrega de moléculas com papel
antitumoral. Este estudo investigou os efeitos de IL-2, TRAIL e MIX das proteinas expressas por
Salmonella recombinante, linhagem SL3261, que contém plasmideo para a sequéncia génica de
IL-2 e TRAIL, em cé¢lulas tumorais de bexiga no modelo in vitro e in vivo. Foram utilizadas as
linhagens celulares de cancer de bexiga murina MB49 e humana RT4 e camundongos fémea
C57BL/6. Nos ensaios in vitro as células foram expostas por 24 e 48 horas a essas proteinas e as
analises foram realizadas por citometria de fluxo, ELISA, corantes e anticorpos fluorescentes para
detectar diversos parametros celulares: viabilidade, morfologia, recuperagdo, sintese de 6xido
nitrico, secre¢do de LDH, producdo de citocinas inflamatorias e apoptose. Para o ensaio in vivo
um tumor de bexiga foi induzido em camundongos fémea pela inoculacdo de células MB49
seguida por tratamento intravesical, com posterior analise de sobrevida, peso das bexigas,
regressao tumoral, perfil celular, liberagao de citocinas e biodistribuicao das linhagens bacterianas.
Os dados obtidos apontam que ambos 0s agentes sao citotoxicos para a célula tumoral, pois causam
diminuicdo da viabilidade celular, modificagdo de sua morfologia propria e indugdo de apoptose
tanto em MB49 quanto em RT4. Esse efeito ¢ causado pela ativagdo da enzima iNOS pela IL-2,
que induz a sintese de Oxido nitrico com consequente ativacao de genes que determinam a
degradacao do DNA, e pela ativagao da familia Caspase por TRAIL, levando a apoptose. Ja nos
testes in vivo, houve acentuada regressao tumoral, ativacdo de resposta imunologica devido a agdo
das proteinas, recrutamento celular contra células tumorais sem causar danos em tecidos saudaveis
com efeito somente no tumor. Portanto, I[L-2 e TRAIL expressas e veiculadas por SL3261
apresentam potencial promissor na terapia do cancer de bexiga, sendo que as proteinas apresentam

sinergismo e que o MIX ¢ mais efetivo.

Palavras-chave: SL3261; IL-2; TRAIL; Cancer de bexiga; Imunoterapia; Vetor vivo.



ABSTRACT

IL-2 and TRAIL are therapeutic agents known for their antitumor role, but they can be rapidly
cleared by the body or be toxic, compromising their function. To reverse this impasse, the synthesis
of these agents by living bacteria directly in the tumor is a viable approach, due to the preference
of bacteria to infect tumor cells. This happens due to the high nutrient grid in this
microenvironment and escape from the protective action of immune cells since solid tumors are
ischemic and have regions of hypoxia. In this context, Salmonella represents a promising live
vector for delivering molecules with an antitumor role. In this context, Salmonella represents a
promising live vector for delivering molecules with an antitumor role. This study investigated the
effects of IL-2, TRAIL and MIX of proteins expressed by recombinant Salmonella, strain SL3261,
which contains a plasmid for the gene sequence of IL-2 and TRAIL, in bladder tumor cells in in
vitro and in vivo models. The murine MB49 and human RT4 bladder cancer cell lines and
C57BL/6 female mice were used. In in vitro tests, the cells were exposed for 24 and 48 hours to
these proteins and the analyzes were performed by flow cytometry, ELISA, dyes and fluorescent
antibodies to detect several cellular parameters: viability, morphology, recovery, nitric oxide
synthesis, secretion of LDH, production of inflammatory cytokines and apoptosis. For in vivo test,
a bladder tumor was induced in female mice by inoculation of MB49 cells followed by intravesical
treatment, with subsequent analysis of survival, bladder weight, tumor regression, cell profile,
cytokine release and biodistribution of bacterial strains. The data obtained indicate that both agents
are cytotoxic for the tumor cell, as they cause a decrease in cell viability, modification of its own
morphology and induction of apoptosis in both MB49 and RT4. This effect is caused by the
activation of the enzyme iNOS by IL-2, which induces the synthesis of nitric oxide with
consequent activation of genes that determine DNA degradation, and by the activation of the
Caspase family by TRAIL, leading to apoptosis. In the in vivo tests, however, there was marked
tumor regression, activation of the immune response due to the action of proteins, cell recruitment
against tumor cells without causing damage to healthy tissues with an effect only on the tumor.
Therefore, IL-2 and TRAIL expressed and conveyed by SL3261 have promising potential in the
therapy of bladder cancer and that the proteins present synergism and that the MIX is more

effective.

Keywords: SL3261; IL-2; TRAIL; Bladder cancer; Immunotherapy; Live vector.
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1. INTRODUCAO
1.1 Céancer

A denominagdo cancer ¢ dada para um grupo com mais de 100 tipos de doencas
malignas, caracterizadas por células que crescem desordenadamente capazes de invadir tecidos
e de se espalharem pelo organismo, gerando a metéstase, isto €, proliferacdo celular em outros
tecidos que ndo o de sua origem. Devido a alta velocidade de divisdo, as células tumorais podem
se tornar agressivas e incontrolaveis, formando os tumores, que sdo acimulos de células
cancerosas gerando uma neoplasia maligna. Em contrapartida, um tumor primario ¢ somente o
acumulo localizado de células que se multiplicam vagarosamente sem malignidade (INCA -
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020). Outras nomenclaturas que a doenca pode
receber sdo tumores secundérios e neoplasias (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,

2022). Um resumo esquematico do desenvolvimento do cancer esta representado na Figura 1.

Figura 1 — O desenvolvimento do cancer
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=
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Celulas saudaveis se tornam cancerigenas levando a formagéo de tumores e metastases. Fonte: Adaptado de (INCA
- INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020).

Os diversos tipos de cancer variam com o tipo celular de origem. Canceres de origem
epitelial sdo denominados de carcinoma. Os que se originam de tecidos conjuntivos sdo
denominados sarcoma, dos linfonodos sdo os linfomas e de origem sanguinea sao as leucemias
(INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020).

As células cancerosas aparecem via uma sequéncia de alteragcdes e mutagdes no material
genético. As causas do surgimento do cancer sdo variadas, podendo ser externas, representando
cerca de 85% das causas, ou internas, que representam cerca de 15%, como apresentado na
Figura 2. As causas externas estdo relacionadas a habitos diversos € ao meio ambiente como

raios ultravioleta, tabagismo, infec¢des virais, alimentacdo e substancias quimicas. Ja as
17



internas sao ligadas a fatores intrinsecos, a caracteristicas genéticas, como mutagdes genéticas
herdadas, a deficiéncia do sistema imune contra as primeiras altera¢des e aos erros na replicacao
do material genético (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022; INCA - INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2022a; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). O envelhecimento
também ¢ um fator importante para o surgimento do cancer devido aos erros na reparagao

celular (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022).

Figura 2 — Causas do cancer
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Cerca de 10 a 20% das causas do cancer sdo de origem gencética ¢ de 80 a 90% sdo de origem ambiental. Fonte:
(INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022a).

A morte por cancer ocupa o segundo lugar no ranking mundial, uma vez que doencgas
cardiovasculares ocupam o primeiro lugar (FITZMAURICE et al., 2017) e representa 1 a cada
6 mortes ((OMS) ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022). Em 2015, 8,7 milhdes de
pessoas morreram devido ao cancer € em 2020 o nimero aumentou para 10 milhdes ((OMS)
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022; FITZMAURICE et al., 2017). Os canceres
de mama, pulmao, colorretal e prostata apresentam maior prevaléncia. Cerca de 30 % das
mortes por cancer sdo decorrentes do tabagismo, alto indice de massa corporal, consumo de
alcool, baixa ingestdo de frutas e vegetais e falta de atividade fisica. Infec¢des causadoras de
cancer, como papilomavirus humano (HPV) e hepatite, sao responsadveis por aproximadamente
30% dos casos de cancer em paises de baixa e média renda. A cada ano, aproximadamente
400.000 criancas desenvolvem cancer ((OMS) ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2020).

Os tipos de canceres mais comuns variam entre os paises ((OMS) ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2022). Os canceres de prostata, célon, mama feminina, pulmao e reto
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sd0 os mais predominantes em paises desenvolvidos e estdo associados a processos de
urbanizacdo. Em contrapartida, nos paises em desenvolvimento ¢ alta a incidéncia de canceres
associados a doengas infecciosas (esofago, estdmago, figado e colo do utero) (FERLAY et al.,
2015). No Brasil, para homens mais comumente sdo os canceres de prostata, colo e reto,
traqueia, bronquio e pulmao. Nas mulheres sdo mama, colo e reto e utero (INCA - INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2022b). A incidéncia dos demais tipos de cAncer no Brasil é

mostrada na Figura 3.

Figura 3 - Incidéncia estimada conforme a localizagdo primaria do tumor e sexo em 2020 no Brasil

- Em mulheres, Brasil, 2020 - Em homens, Brasil, 2020

[Locallzagio Primaria Casos Novos % Localizagdo Primaria Casos Novos % ]
Mama feminina 66.280 29,7 Prostata 65.840 29,2
Colon e Reto 20470 92 Célon e Reto 20.540 9.1
Colo do Gtero 16.710 75 Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.760 78
Traquela, Brénquio e Pulmao 12.440 56 Estdmago 13.360 59
Glandula Tireoide 11.950 54 Cavidade Oral 11.200 50
Estdmago 7.870 35 Esbfago 8.690 33
Ovario 6.650 30 Bexiga 7.590 34
Corpo do dtero 6.540 23 Laringe 6.470 29
Linforna nao-Hodgkin 5450 24 Leucemias 5.920 26
Sistema Nervoso Central 5.230 23 Sisterna Nervoso Central 5.870 26
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 223.110 100,0 Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 225.980 100,0
Todas as Neoplasias 316.280 Todas as Neoplasias 309.750

Incidéncia dos tipos de cancer no Brasil entre mulheres, com maior prevaléncia de cancer de mama e homgns, com
maior prevaléncia de cancer de prostata. Fonte: Adaptado de (INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2022b)

A cada ano, mais de 18 milhdes de novos casos de cancer sao diagnosticados em todo o
mundo. Globalmente, uma em cada cinco pessoas desenvolvera a doenga antes dos 75 anos,
mas isso varia de 1 em cada 10 na Asia Central do Sul e em regides da Africa, e 1 em 2,5 na
Austréalia e Nova Zelandia. Atualmente, existem aproximadamente 44 milhdes de pacientes
com cancer vivos que foram diagnosticados ha menos de 5 anos. Quase 10 milhdes de pessoas
morrem de cancer anualmente (BRAY et al., 2018).

Ha um processo chamado imunovigilancia em que as células de defesa tém a capacidade
de identificar células anormais, como as tumorais, ¢ elimina-las. As células natural killers
(NK), os linfocitos T citotoxicos (TCD8) e os macrofagos sdo as principias envolvidas nesse
processo continuo e bidirecional entre os tipos de resposta inato e adaptativo . O cancer ocorre
quando esse sistema falha e se torna detectdvel clinicamente em estagios cuja doenca esta
avancada e estd sob o processo de imunoedi¢ao em que ha favorecimento do desenvolvimento
tumoral devido ao ambiente imunossuprimido (TORRES et al., 2018). Esse processo de
imunoedicao tem 3 fases: eliminacdo, equilibrio e escape, que sdo mostrados na Figura 4. A

etapa de eliminagdo tem mecanismos similares a imunovigilancia (TORRES et al., 2018).
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Figura 4 — Mecanismo de Imunoedicao
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A Imunoedigdo apresenta trés fases: A. Eliminagdo: apds a proliferacdo das células tumorais ocorre inducao de
resposta inflamatoria pelo tecido lesionado, tendo como consequéncia a ativagdo da resposta imune inata com a
migracdo de células de defesa; B. Fase de equilibrio: devido a esse processo de eliminag@o ser continuo, uma
pressdo seletiva nas células que pode causar rearranjo genético ou epigenético, que faz com que certas células
esquivem desses mecanismos efetores imunolégicos; C. Fase de escape: ha células que conseguiram driblar desses
mecanismos e ganham capacidade de crescimento descontrolada. DC: células dendriticas; MHC: complexo
principal de histocompatibilidade; NK: Natural Killer. Fonte: Adaptado de (TORRES et al., 2018).

A modifica¢do de uma célula saudavel em uma célula tumoral depende de alteracdes
fisiologicas da célula, mostradas na Figura 5, que dao 10 caracteristicas para essa célula anormal
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas modificacdes incluem a sinaliza¢do proliferativa
sustentacdo da sinalizacdo proliferativa, evasdo de supressores de crescimento, evasdo de
apoptose, potencial replicativo ilimitado, inducdo de angiogénese e invasao tecidual, metastase,
reprogramagao do metabolismo energético, evasao da destruicao imunologica, instabilidade do
genoma que leva a diversidade genética e aceleragao dessas aquisigoes, € por fim a inflamagao,

que promove multiplas alteracdes de fungdes.
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Figura 5 — Processos de evasdo do sistema imunologicos de células tumorais
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As dez caracteristicas desenvolvidas nas células anormais adquiridas do cancer que permitem a sobrevivéncia,
proliferacdo e disseminagdo de células tumorais. Fonte: Adaptado (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Os tumores cancerosos sao massas de células malignas que afetam e corrompem a
funcdo e a saude de outras células do corpo (BALKWILL; CAPASSO; HAGEMANN, 2012).
No entanto, ndo somente células cancerigenas compdem um tumor, mas sim as células normais
adjacentes, como os fibroblastos e células endoteliais, e estas s3o importantes na progressao
tumoral, formando o chamado microambiente tumoral. O tumor ¢ um tecido de alta
complexidade com homeostasia tecidual original prejudicada que forca as células saudaveis
adjacentes a agir de acordo com a dinamica tumoral. Cada alteracao, que ¢ oriunda de um
mecanismo molecular distinto, torna a célula tumoral mais capaz de superar estratégias de
combate. Quanto mais alteragdes, maior ¢ a malignidade do tecido (ONUCHIC; CHAMMAS,
2010).

1.2 Cancer de bexiga

A bexiga ¢ o 6rgdo responsavel pelo armazenamento e eliminacdo da urina de maneira
periodica e, para que essas fungdes ocorram adequadamente, ¢ necessaria a preservagao dos
tecidos. A bexiga ¢ oca e possui tecido de revestimento interno, denominado urotélio.
Externamente a este tecido ha a lamina propria e as musculaturas lisa e adventicia (GOMES;

HISANO, 1975). O cancer de bexiga (Figura 6) ¢ uma das principais causas de mortes
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relacionadas ao cancer nos paises ocidentais. E o nono tipo de cAncer mais comum no mundo.
Por razdes ainda ndo bem compreendidas, acometem de trés a quatro vezes mais os homens do

que em mulheres (INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022¢).

Fiiura 6 — Cancer de bexiga

Célula tumotral

A

Imagem esquematica da localizacdo da bexiga; Esquema de uma massa tumoral localizada na por¢ao interior do
orgao; Foto real de um tumor na bexiga. Fonte: Adaptado de (COMPARATIVE BIOSCIENCES, 2020).

O cancer de bexiga acomete as células que recobrem o 6rgao e ¢ subdividido em tipos
de acordo com a célula que sofreu alteragdo (Figura 7): 1. Carcinoma de células de transicao,
que acomete a por¢ao mais interna do 6érgao e representa a maioria dos casos; 2. Carcinoma de
células escamosas, surge em células planas e delgadas e ocorre depois de uma infecgdo
prolongada e; 3. Adenocarcinoma, que acomete as células glandulares também apds longo
periodo de inflamag¢do. Quando o cancer se limita ao tecido de revestimento da bexiga, é
chamado de superficial. O cancer que comeca nas células de transi¢do pode se disseminar
através do revestimento da bexiga, invadir a parede muscular e alcangar os 6rgaos proéximos ou
ganglios linfaticos, transformando-se num cancer invasivo (INCA - INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2022c¢).
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Figura 7 — Anatomia das regides da bexiga acometidas pelo cancer
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O cancer de bexiga afeta as cé¢lulas de revestimento do 6rgdo ¢ muscular. Fonte: Adaptado de (MEDICINANET,
2015; NUCLEO DE ESTUDO EM ONCO-UROLOGIA, 2014).

A maioria dos canceres de bexiga ¢ derivada do urotélio. Um nimero consideravelmente
menor se desenvolve na pelve renal e no ureter (trato superior), que também sao revestidos por
urotélio. Tumores que invadem o musculo detrusor sdo considerados cancer de bexiga musculo-
invasivo (MIBC) e sdo mais propensos a metastase para linfonodos ou outros 6érgaos (NADAL;
BELLMUNT, 2019). Aproximadamente 75% dos pacientes recém-diagnosticados tém cancer
de bexiga nao invasivo ao musculo, com os 25% restantes tendo MIBC (ANTONI et al., 2017)
ou doenca metastatica (SMITH et al., 2014). Embora o diagnostico precoce e a terapia
multimodal resultem em 6timos resultados para o paciente, a doenga metastatica geralmente ¢
incurdvel, com uma taxa de sobrevida global de 5 anos relativa de 15% (NADAL;
BELLMUNT, 2019).

O tabagismo ¢ a maior causa externa do surgimento desse tipo de cancer, além da
exposicao a certas substancias, como o arsénico. No entanto, inflamacgdes cronicas também sao
responsaveis pelo aparecimento da doenca, principalmente infecgdes causadas por Schistosoma
haematobium, um parasita que habita trato urinario (STEWART; WILD, 2014). Além disso, os
demais fatores de risco, resumidos na Figura 8C, sdo o baixo consumo de agua, idade superior
a 55 anos e historico familiar além de ter maior prevaléncia em homens (Figura 8A). Os
sintomas sdo sangue na urina, dor durante o ato de urinar e necessidade frequente de urinar,

mas sem conseguir fazé-lo (Figura 8B).
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Figura 8 — Taxa de sobrevida entre os sexos, sintomas e fatores de risco para o cancer de bexiga e sintomas
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O cancer de bexiga ¢ mais comum em homens do que em mulheres e em pessoas com mais de 55 anos. A principal
causa € o tabagismo, mas também ocorre por infec¢des , baixa ingestdo de liquidos e fatores genéticos. Quanto
maior o avango da doenca, menor ¢ a taxa de sobrevivéncia. Os principais sintomas sdo sangue na urina, dor
abdominal e lombar e irritacdo na bexiga. Fonte: Adaptado de (INSTITUTO AMERICAS, [s.d.]).

O cancer de bexiga ¢ uma doenca altamente maligna. A maioria dos dados disponiveis
¢ baseada em anélises retrospectivas, e cada fator de risco para esse tipo de doenga deve ser
visto a luz das interacdes genético-ambientais para melhor avaliar seu impacto. Estudos
mostram, no entanto, que a principal causa do cancer de bexiga ¢ a alta prevaléncia de

tabagismo e, além da importancia da preven¢ao primaria ser enfatizada, programas de cessacao
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do tabagismo devem ser incentivados e apoiados, uma vez que o nimero de pacientes e doencas
relacionadas, como o cancer de bexiga, ¢ exorbitante (BURGER et al., 2013). E necessério
investigar novos tratamentos, terapias ¢ medicamentos para melhorar o quadro mundial do
cancer de bexiga.

A maioria dos casos de cancer de bexiga esta atualmente caindo nas comunidades mais
desenvolvidas em todo o mundo, embora ainda seja prevalente nessas regides do globo (Figura
9). Com uma mudanga prevista na demografia mundial com populagdes crescentes e
envelhecidas, principalmente no continente africano, ¢ mudangas importantes na exposi¢ao a
diferentes fatores de risco, ¢ provavel que isso mude nas proximas décadas (RICHTERS;
ABEN; KIEMENEY, 2020).

Figura 9 - Taxas de incidéncia padronizadas por idade estimadas (Mundial) em 2018, bexiga, homens e
mulheres, todas as idades
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Paises ocidentais ¢ em desenvolvimento apresentam maior incidéncia de cancer de bexiga. Fonte: (RICHTERS;
ABEN; KIEMENEY, 2020).
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O cancer de bexiga ¢ um dos 10 tipos de cancer mais incidentes no Brasil (Figura 10),
com uma incidéncia de 3,4%, sendo as regides Sul e Sudeste as que apresentam maior
prevaléncia de casos. O numero de novos casos foi de 10.640, sendo 7.590 em homens e 3.050
em mulheres em 2020 ¢ o nimero de mortes foi de 4.595, sendo 3.097 homens e 1.498 mulheres

(INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022¢).

Figura 10 — Cancer de bexiga no Brasil
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Representagdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2020,
segundo Unidade da Federag@o (neoplasia maligna da bexiga). (A) em homens. (B) em mulheres. Fonte: (INCA -
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2021).

O diagnostico do cancer de bexiga pode ser feito por exames de urina ou de imagem,
como tomografia computadorizada (Figura 11.A) e a cistoscopia (Figura 11.B) em que o
interior da bexiga ¢ examinado por um instrumento com camera acoplada e pode ser retirado
uma por¢do do 6rgdo para bidpsia. A probabilidade de cura do cancer de bexiga dependeré do
estado geral de satde do paciente e a extensao ou estadiamento do cancer, sendo superficial ou

invasivo (INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022c).
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Figura 11 — Diagnosticos para o cancer de bexiga

Os dois tii;;)s .deldiagnn'ést'iéo sdo mostrados. Em A ha imagem de tomografia computadorizada. Em B _eﬂsqﬁma de
citoscopia. Fonte: Adaptado de (INCA (RIO PRETO) - INSTITUO NACIONAL DO CANCER, 2016).
1.3 Tratamentos convencionais

Embora haja evidéncias da imunogenicidade do tecido tumoral, a fraca resposta do
sistema imunolédgico no controle e eliminacdo do cancer ¢ um obstaculo importante enfrentado
na terapia. A existéncia de linfocitos T especificos de células tumorais no sangue e nos
linfonodos com infiltragdo tumoral ¢, muitas vezes, incapaz para controlar o desenvolvimento
tumoral (AL-RAMADI et al., 2008). A quimioterapia, a radioterapia e 0s processos cirurgicos
configuram os tratamentos convencionais.

Em relacao ao cancer de bexiga, a quimioterapia ocorre de duas maneiras: a sistémica,
em que a ingestao na forma de medicamentos € oral ou venosa , ou mesmo intravesical, isto &,
medicamento aplicado via tubo introduzido na uretra. A radioterapia ¢ aplicada em tumores
muito agressivos, a fim de preservar a bexiga. E por fim, hd a cirurgia, que ocorre de 3 maneiras:
1. ressecgao transuretral (remog¢do do tumor por via uretral); 2. cistectomia parcial (retirada de
uma parte da bexiga) e; 3. cistectomia radical (remog¢ao completa da bexiga, com a posterior
constru¢do de um novo 6rgao para armazenar a urina) (INCA - INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2022c).

A quimioterapia e a radioterapia sdo os tratamentos utilizados para o controle e cura do
cancer. A quimioterapia convencional ou radioterapia por si s6 nao sdo suficientes para
erradicar todas as células malignas no cancer avangado, resultando em recorréncia da doenga
com multiplas desvantagens, como afetar ndo especificamente células normais, incluindo
c¢lulas imunes eficazes e promover uma geragdo de células cancerigenas resistentes a drogas e

radioterapia, induzindo toxicidade sistémica e local durante o tratamento (QIAO; LIU; FU,
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2016). Ademais, as areas tumorais sdo isquémicas e carentes em vasculariza¢ao, limitando o
tratamento quimioterapico. O desenvolvimento de uma terapia mais seletiva e eficiente busca
contornar esses obstaculos, principalmente no controle das metastases (CHOROBIK;
MARCINKIEWICZ, 2011).

Outro problema na quimioterapia padrao € a resisténcia a muiltiplas drogas, o que limita
a eficiéncia do tratamento, inclusive e, mais preocupante, em estagios avancados da doenga. A
resisténcia surge a partir de dois processos. O primeiro ¢ a diminui¢ao da sensibilidade das
células e o segundo ¢ a limitacdo do farmaco ao penetrar a célula, que ocorrem devido a
heterogeneidade do ambiente tumoral e caracteristicas inerentes ao tumor, como vasculatura
cadtica, presenca de grandes distancias entre os capilares e fluxo sanguineo bem variavel. Isso
gera células com alta perfusao e proliferacao, células pouco alcangadas, quiescentes e, por fim,
c¢lulas apoptoticas e necrdticas, isto €, sem vascularizacdo. A perfusdo deficiente limita a
entrega dos farmacos pelo sangue, ja que as substancias devem percorrer uma distancia maior
através dos tecidos intersticiais, quando a inoculagdo ¢ distante do tumor, o que leva a
diminui¢do das concentracdes de farmaco necessaria (KASINSKAS; FORBES, 2006a).

Devido aos tratamento convencionais apresentarem limitagdes, como alta toxicidade
para células de tecidos normais, gerando efeitos colaterais devastadores, dificuldade de
farmacos atingirem tecidos tumorais profundos e resisténcia a drogas em células tumorais,

abordagens alternativas tém sido buscadas (LIANG et al., 2019a).

1.4 Tratamentos alternativos para cancer

Existem tratamentos alternativos a quimioterapia e radioterapia (Figura 12). Sao eles:
fototerapia, plantas medicinais, anticorpos monoclonais, quimionebulizagdo e bactérias vivas
(VICKERS, 2004).

A fototerapia ¢ uma terapia promissora que busca erradicar os tumores via irradiacao de
luz. O procedimento ¢ combinada com diversas imunoterapias através de moléculas ativadas
por luz, atuagdo em vias metabdlicas, regulacdo de células T e principalmente uso de
nanoparticulas e tem se mostrado extremamente eficiente (NG; LI; PU, 2018).

A imunoterapia com anticorpos monoclonais ja ¢ considerada um componente
importante do tratamento do cancer, juntamente com a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia.

Os anticorpos monoclonais t€ém uma variedade de mecanismos de acdo clinicamente relevantes

e podem ser direcionados as células tumorais, facilitando a estimulacao de uma resposta imune
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antitumoral de longo prazo, através do bloqueio de ligantes e receptores, ativagao de vias do
sistema complemento e sintese de citocinas (NG; LI; PU, 2018).

Os compostos fitoterapicos configuram potenciais fontes de agentes antitumorais e
apresentam vantagens como disponibilidade dos materiais, acessibilidade, baixo custo € pouco
ou nenhum efeito colateral, ampla aplicabilidade e eficacia terapéutica. A Organiza¢ao Mundial
de Saude (OMS) apoia o uso de medicamentos tradicionais que sdo eficazes e ndo toxicos. Ha
um numero grande de espécies estudadas com efeito antitumoral corroborado em diferentes
modelos (NG; LI; PU, 2018).

Quimioemboliza¢do ¢ uma outra técnica que utiliza a combinacdo da injecao local de
medicamentos de quimioterapia com o procedimento de embolizacdo para tratar o cancer. As
drogas anticancerigenas sao injetadas diretamente no vaso sanguineo que alimenta o tumor € o
agente embolico. Foi demonstrado que o uso da quimioembolizacdo transarterial proporciona

um beneficio de sobrevida com base em ensaios clinicos randomizados (NG; LI; PU, 2018).

Figura 12 — Tratamentos alternativos para o cancer
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(A) Fototerapia. (B) Anticorpos monoclonais. (C) Plantas medicinais com compostos antitumorais. (D)
Quimioembolizacao. Fonte: Adaptado de (JAIN et al., 2016; NG; LI; PU, 2018; SCOTT; ALLISON; WOLCHOK,
2012; TAM; LEUNG; WANG, 2011).

Outra possibilidade para o tratamento do cancer ¢ aplicagdo de bactérias vivas. Essa
abordagem se baseou em estudos que tiveram inicio no final do século XIX e foram amplamente

investigadas e hoje ¢ um tratamento adjuvante promissor.
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1.5 Uso de bactérias como terapia antitumoral

As bactérias sdo microrganismos procariontes de tamanho diminuto, com micrémetros
de comprimento e com diversas formas como bastonetes, esferas e espirais. Primariamente, as
bactérias eram somente consideradas agressores que interagiam com o hospedeiro gerando
doengas. Contudo, ¢ sabido que a interagdo entre hospedeiro e patdogeno ndo é sempre nociva
(PATYAR et al., 2010).

Novos tratamentos para o cancer vém sendo testados hd décadas pela ciéncia. A
abordagem que utiliza bactérias vivas ¢ um deles, sendo que o primeiro registro data de mais
de 100 anos (PAWELEK; LOW; BERMUDES, 2003). Foi observado pelos médicos W. Busch
e F. Fehleisen, na Alemanha, que determinados canceres retrocediam apds pacientes se
infectarem, de maneira acidental, com a bactéria Streptococcus pyogenes, no decorrer do
periodo de internacao e hospitalizagao (PATYAR et al., 2010).

O médico William Coley, em Nova York, no ano de 1893 observou os mesmos padroes
identificados pelos médicos alemaes e criou a “Toxina de Coley”, uma combinagdo de
Streptococcus pyogenes e Serratia marcescens. Ao injetar a mistura de bactérias mortas em
pacientes, os tumores regrediram, como mostrado na Figura 13 (COLEY, 1893).
Posteriormente, ele refinou o método matando as bactérias por calor e tratou de maneira
extremamente satisfatoria as diversas classes de cancer (sarcoma, mieloma, o carcinoma,
melanoma e linfoma). Estes estudos de Coley foram a base para a elaboragdo de uma
imunoterapia usando linhagens bacterianas atenuadas. As espécies bacterianas mais estudadas
e aplicadas sdo: Listeria monocytgenes, Clostridium novyi e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (daqui em diante referida como Salmonella Typhimurium) (KAIMALA et al.,
2018).

Figura 13 — Paciente de William Coley com regressdo de tumor na face
_ T b

Ap6s a aplicagdo da terapia o tumor facial regrediu e o paciente se curou. Fonte: Adaptado de (ENGELKING,
2016).
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James Ewing, patologista renomado na época e chefe de Coley, o convenceu a
interromper todos os seus estudos alegando que os dados eram inconsistentes e se manifestou
a favor de estudos com radioterapia (KRAMER et al., 2018). Coley faleceu em 1936 ¢ a
radioterapia e a quimioterapia passaram a ser os tratamentos convencionais do cancer, contudo
haviam ressalvas pois, eram muito imunossupressores (PATYAR et al., 2010). Contudo, os
pacientes tratados com quimio e radioterapia ndo apresentaram taxa de sobrevida superiores
aos estudos de Coley (PATYAR et al., 2010).

Nos anos seguintes, os estudos indicavam que se o cancer estivesse em estagio inicial,
assim como a infec¢do causada pelas bactérias, a regressdo do tumor ocorria e o paciente
sobrevivia. Porém, a sociedade cientifica ndo aceitava os dados pois, o0 modelo era dificil de
reproduzir € ndo se encaixava nas normas de ensaios clinicos. Estudos foram realizados em
camundongos e demonstraram que o sistema imunoldgico do animal, através do estimulo da
infeccdo bacteriana, reduziu as dimensdes tumorais. Além disso, estudos relataram que o
lipopolissacarideio (LPS) presente na parede celular de bactérias gram negativas era
responsavel pela sintese e liberagao da citocina Fator de Necrose Tumoral (TNF), que leva a
ativacdo do sistema imunologico e diminui¢do dos tumores (CARSWELL et al., 1975). Nos
anos seguintes, pesquisas com adjuvantes bacterianos resultaram num vasto conhecimento
sobre o assumo em que Willian Coley ¢ considerado o fundador (PAWELEK; LOW;
BERMUDES, 2003).

Nos ultimos anos, a pesquisa nessa area aumentou e pesquisadores comprovaram a
eficiéncia da aplicacdo de organismo procariontes no tratamento de tumores sélidos (LIANG
et al., 2019). O que corrobora isso foram estudos modernos em genética, biologia molecular,
cultivo de células cancerigenas e imagens que mostram que ocorre: acumulacio preferencial
em células cancerosas, replicacao seletiva e destruicao de massas malignas s6lidas em roedores,
acdo antitumoral via resposta imune e condugdo direta para nodulos metastaticos de pequeno
tamanho e distribuidos pelo organismo, inibindo o desenvolvimento tumoral. Porém, ainda ha
alguns impasses para essa terapia como o alto potencial mutagénico das bactérias que pode
reverter o fenotipo expresso e comprometer o paciente. Com isso, estudos para construir um
quadro mais vasto e integrado deve ser feito para garantir avangos nesse assunto (KRAMER et
al., 2018).

Devido ao avango de ferramentas de manipulagdo genética, a terapia antitumoral com
bactérias esta ganhando espaco. Esses microrganismos interagem de maneira muito intima com

seu nicho no organismo do hospedeiro e estao sintonizadas com o processo evolutivo no sentido
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de sintetizar moléculas de interesse. A combinac¢do desses recursos com propriedades unicas de
sistemas bioldgicos mais complexos, como quimiotaxia e capacidade de secretar moléculas,
permite que sistemas bacterianos projetados superem as modalidades convencionais de
diagnostico e terapéutica. (RIGLAR; SILVER, 2018). Ainda, as evidéncias demonstram que
elementos presentes nas bactérias, por exemplo as exotoxinas, promovem efeitos antitumorais
ao ativar indiretamente a resposta imune e diretamente agir nas células tumorais (ZHAO et al.,
2005).

Bactérias apresentam inumeras propriedades que podem estar associadas a terapia
anticancer, o que lhes conferem inimeras aplicagdes (Figura 14). Os caracteres antitumorais
diretos e mediados pela resposta imune derivam da interacdo bioldgica entre a bactéria e o
tumor e seu microambiente. Propriedades bacterianas importantes como locomogao,
quimiotaxia para a regido do tumor, invasividade, citotoxicidade potencial e presenca de
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), alteram com a cepa e podem ser usadas
para ativar o sistema imunologico. Ademais, foram identificados genes especificos que estdo

presentes na colonizagdo preferencial do tumor apos inoculacdo com bactérias sistémicas
(SILVA-VALENZUELA et al., 2016).

Figura 14 — Caracteristicas inerentes das bactérias para tratamento antitumoral

4. \Vertor para entrega ativa de moléculas
Antigenos, Anticorpos, Citocinos, Ligontes de morte celular
Agentes citotoxicos
Enzimas de conversdo de pro-farmacos

1. Colonizacdo seletiva 3. Imunoestimulagdo
Regibes de hipéxia e necréticas Recrutamento de neutrofilo e células NK
Gradiente de concentragdo Ativagdo de linfocitos CD4+ e CD8+

Vascularizagdo cadtica 3 -
Resposta pro-inflamatoria

2. Motilidade
Movimento pelo uso do flagelo

(A) Distintas propriedades das bactérias para novas terapias do cancer. (B) Aplicagdes bacterianas na terapia.
Fonte: Adaptado de (TORRES et al., 2018).
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Atualmente héa diversas cepas de diferentes espécies como variantes de Salmonella,
Clostridium, Listeria, Bifidobacterium, Shigella , Lactococcus, Vibrio € Escherichia que foram
testados para tratar células tumorais em modelo in vivo (FELGNER et al., 2017; FORBES,
2010; KRAMER et al., 2018; PAWELWK; LOW; BERMUDES, 2003) que visam colonizar
especificamente tumores. Com o auxilio de sequenciamento do genoma e ferramentas da
engenharia genética, as bactérias se tornaram alvo de pesquisas para sintese de vetores vivos
para delivery de agente antitumorais de maneira especifica. Os géneros Salmonella, Clostridium
e Bifodobacterium apresentaram replicacao seletiva e preferencial em tumores s6lidos, mesmo
quando inoculados em regides do corpo distantes do tumor, sendo utilizados no transporte e
amplificagdo de genes codificantes para fAirmacos anticancer, como enzimas conversoras de
pro-farmacos, inibidores de angiogénese, citocinas e toxinas (CHOROBIK;
MARCINKIEWICZ, 2011; PAWELEK; LOW; BERMUDES, 2003). O trabalho de Cronin e
colaboradores mostrou, por bioluminescéncia, a colonizagdo de trés géneros de bactérias, B.
breve (linhagem UCC2003), E. coli (linhagem MG1655) e S. Typhimurium (linhagem SL7207)
em tumores s6lidos em camundongos (CRONIN et al., 2012). Com o passar dos dias, o nimero

de bactérias cresceu nos tumores (Figura 15).

Figura 15 - Crescimento bacteriano em tumores s6lidos por bioluminescéncia

B. breve

Apo6s 11 dias de observagao, a coloniza¢do bacteriana se deu, preferencialmente, nos tumores solidos. Fonte:
Adaptado de (CRONIN et al., 2012).

Essa abordagem ¢ eficiente porque as bactérias preferem infectar células cancerigenas
no tecido tumoral e a quimiotaxia ¢ fundamental nesse processo. Isso ocorre porque o tumor
apresenta microambiente com alta concentragdo de nutrientes e consegue driblar a depuragdo
pelas células imunes do hospedeiro (LIANG et al., 2019; ZHENG; MIN, 2016). Os tumores

solidos podem ter células imunossupressoras que apresentam a habilidade de alterar e
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reprogramar o desempenho de células apresentadoras de antigenos e de macrofagos (KERKAR;
RESTIFO, 2012). Outro acontecimento que favorece a colonizag@o bacteriana nos tumores € o
impedimento direto da resposta imune pela acumulagdo de proteinas que se ligam a proteinas
receptoras imunossupressoras (THEURICH; SHIMABUKURO-, 2014).

A quimiotaxia ¢ um mecanismo que acontece naturalmente nos organismos e ¢é
observada tanto em ensaios celulares quanto em animais e decorre em resultado da secre¢ao
de nutrientes pelos tumores solidos (ZHENG; MIN, 2016). As bactérias tém a capacidade de
detectar a formagao do gradiente de ribose e galactose e de aspartato e serina, que sao secretados
por tumores. Entdo, a quimiotaxia ¢ desencadeada pela estimulacio dos receptores especificos
dessas moléculas. Isto posto, quando inicia-se o processo para inativar o receptor de
ribose/galactose se da o acimulo dos microrganismos em regides tumorais em estado de
quiescéncia (CHOROBIK; MARCINKIEWICZ, 2011). A ativagao apo6s ligagao do receptor de
aspartato da inicio a quimiotaxia da bactéria diretamente para o microambiente tumoral. Ja o
estimulo do receptor para serina a bactéria consegue penetrar o tecido e as células malignas e,
por fim, ao ativar o receptor de gradiente de ribose/galactose faz o direcionamento da bactéria
para as necroticas (LIANG et al., 2019).

Uma distinta caracteristica presente nos tumores so6lidos, quase universal no cancer
(Figura 16), que favorece a colonizagdo bacteriana ¢ a hipoxia (< 1% de oxigénio), pois esses
seres utilizam o oxigénio para identificar o tumor. Como este local apresenta crescimento
celular veloz e angiogénese continua, os vasos formados recentemente sdo prematuros nas
extremidades de ligagdes e revestimento endotelial, o que gera uma corrente sanguinea mais
lenta e pobre em nutrientes e oxigénio. A hipdxia gera resisténcia a quimioterapia e a
radioterapia, pois o tratamento ndo alcanca o tumor (ZHENG; MIN, 2016).

Os vasos presentes no tumor apresentam estrutura irregular e geralmente tém uma
camada interna defeituosa que consiste em células endoteliais desordenadas, sobrepostas e/ou
com ramificagcdes. Como muitos agentes quimioterapicos macromoleculares, pensava-se que
os microrganismos invadiam o tecido tumoral por essas lacunas presentes entre as células
desordenadas. O escape bacteriano do sangue corrente para o tumor acontece de forma ativa ou
passiva. Conforme os mecanismos ativos, as bactérias procuram aberturas nos sistemas de
quimiotaxia e motilidade. Em um cendrio passivo, bactérias podem penetrar no tumor através
dessas brechas e depois se multiplicam. Evidéncias apontam que esses microrganismos
conseguem induzir um robusto fluxo sanguineo no microambiente do tumor, o que leva a

sintese de proteinas vasoliticas, aumentando ainda mais a secrecdo de bactérias na massa
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maligna. Ambos os mecanismo podem ocorrer simultaneamente e as bactérias se utilizam dos
dois para atingir especificamente os tumores (LIANG et al., 2019). Essa desorganizagdo de
artérias e veias leva a restri¢ao para o fornecimento dos fArmacos antitumorais classica e, como
consequéncia, ha formacao de regides sem oxigénio e com a presenca de necrose (SILVA-
VALENZUELA et al., 2016). Contudo, pesquisas comprovaram que bactérias anaerdbias e
anaerobias facultativas sdo encontradas nessas regides (KASINSKAS; FORBES, 2007).

Figura 16 — Hipoxia tumoral
(B)

(A)

células tumorais

(4
vasos sangiiincos a "3 9

vasos sangiiineos

células tumorais

@ células oxigenadas

&> células em hipoxia

@ células em necrose
(A) Corte transversal esquematico de tumor so6lido mostrando a como a concentragdo de oxigénio diminui em
funcdo do espagamento entre os vasos. (B) Barreiras que o agente antineoplasico deve vencer para alcangar as
células em hipoxia. Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA; ALVES, 2002).
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Por conseguinte, os anaerobios facultativos com capacidade de locomog¢do, como
Salmonella Typhimurium, entram nos tumores atacando as células cancerigenas adormecidas,
que ndo sdo alcancaveis com a quimioterapia convencional, e superando as limitagcdes da
difusdo passiva, podem evitar a resisténcia a drogas e substancias nocivas (KASINSKAS;
FORBES, 2006b, 2007).

As bactérias apresentam vantagens em relagdo as demais imunoterapias. A maioria
desses organismos ¢ autotréfica, ou seja, depende de fontes externas de substancias essenciais
como aminoacidos e bases nitrogenadas. Além disso, sdo seres capazes de se locomover, o que
possibilita sua entrada em células malignas. Dentro destas, podem sintetizar agente
terapéuticos, funcionando como biofabricas. Uma bactéria pode ser modificada para ser
encaminhada ao tumor, gerando um sinal para ativar a resposta imune do paciente. Tais
modificagdes devem ser adequadas, para maximizar e potencializar os efeitos da terapia e
minimizar a toxicidade. Como resultado, os efeitos terapéuticos sao concentrados no tumor,
deixando o resto do corpo exposto a efeitos colaterais moderados. (CHOROBIK;

MARCINKIEWICZ, 2011).
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Especificamente no cancer de bexiga, o tratamento para os canceres nao invasivos varia
com o estadgio da doencga. No periodo inicial da doenga ocorre a ressecc¢ao transuretral com
fulguracao seguida por terapia intravesical em 24 horas e quimioterapia intravesical semanal.
Em casos de recidiva ¢ aplicado tratamento com o Bacilo de Calmette e Guérin (BCG), sendo
mais eficaz do que a quimioterapia e aplicado também em estagios mais avangados
(ONCOGUIA, 2015). Em tumores invasivos ocorre cistectomia parcial ou radical, dependendo
do estagio da doenca (ARAUJO et al., 2014). No cancer invasivo e em estagios avancados,
muitas vezes a retirada total do 6rgdo nao ¢ suficiente devido a metastases (QIAO; LIU; FU,
2016). A quimioterapia ndo ¢ suficiente pois a taxa mutacional da bactéria ¢ elevada. O uso de
BCG também apresenta problemas pois, por se tratar de uma bactéria, ¢ rapidamente depurada
pelo organismo e, principalmente apresenta alto potencial mutacional das bactérias que pode
reverter o fenotipo expresso e comprometer o paciente (KRAMER et al., 2018) além de causar
reacdes indesejaveis como febre, dor, calafrios, calafrios, fadiga, sensacdo de queimagdo na

bexiga e necessidade de urinar com frequéncia (LAMM; MORALES, 2021).

1.6 Salmonella

Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, popularmente conhecidas como
salmonelas, e sdo microrganismos conhecidos por causarem doengas que afetam o sistema
digestorio, sendo um grande problema para a saude publica mundial (LIST OF BACTERIAL
NAMES WITH STADING IN NOMENCLATURE, 2000). Sao bactérias gram-negativas, do
tipo bacilo, moveis com flagelos peritriquios, ndo esporuladas, ndo capsuladas, sendo que a
maioria ndo fermenta a lactose (INTEGRATED TAXONOMIC INFORMATION SYSTEM,
2012). As salmonelas configuram um grupo muito heterogéneo, com trés espécies: Salmonella
subterranea, Salmonella bongori e Salmonella enterica. Esta tltima espécie atualmente possui
2.610 sorotipos, como a Salmonella Typhimurium (NCBI, 2020).

Salmonella ¢ o género de bactérias mais utilizado atualmente para o tratamento de
diversos canceres. Ela se acumula seletiva e preferencialmente em tumores soélidos (Figura 17)
devido ao metabolismo defeituoso, quimiotaxia, motilidade e imunossupressao local

(PAWELEK; LOW; BERMUDES, 2003).
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Na literatura existem muitas linhagens com a habilidade de colonizar, de maneira

seletiva, esses tumores solidos (Figura 18), dado que a quantidade de bactérias no ambiente

tumoral chega a exceder de 1.000 a 10.000 vezes o nimero de bactérias no figado e no bago,

orgdos que sao naturalmente colonizados por Salmonella durante uma infeccao sist€émica

(CHOROBIK; MARCINKIEWICZ, 2011).

Figura 18 — Eficiéncia de diversas linhagens de Salmonella contra tumores s6lidos no modelo animal

Salmonella strain Tumor model Therapeutic regimen Outcome

S. typhimurium SL7207 with s.c. TRAMPC1 murine prostate oral gavage of bacteria in 2-week  over 50% of mice remained
murine prostate stem cell carcinoma cells in C57Bl/6 mice intervals followed by injection of tumor-free
antigen expressing plasmid* tumor cells

S. typhimurium YS1646 s.c. B16F10 melanoma in C57BI/6 mice  i.v. followed by oral gavage (4 days  decreased phospho-STAT3
{VNP20009) with plasmid later) levels in tumor F4/80+
coding shRNA for STAT3 and macrophages, enhanced
S. typhimurium MVP728 with tumor-specific cytotoxicity,
survivin expression plasmid® tumor growth inhibition

S. typhimurium SL3261 s.c. BI6F10 melanoma in C57BI/6 mice 3 bacterial oral gavages in 10-day  tumor rejection in 75% of mice
expressing tumor antigen intervals followed by B16F10 s.c. in prophylactic settings;
TRP2 fused to heat shock injection 7 days after last significant suppression of
protein 70° bacteria dose; therapeutic tumnor growth after therapeutic

settings: B16F10 s.c. inoculation administration

followed by 4 oral doses of
bacteria in 5-day intervals

S. typhimurium A1-R”

XPA-1 human pancreatic cancer cells
injected into the spleen of nude mice

3 intrasplenic bacteria injection at
day 3, 10, and 17 after cancer

suppression of tumor growth in
the spleen and liver meta-

cell injection stases

S. typhimurium SL7207 human gastric cancer cell line SGC-7901  intratumoral injection 7 days after  cancer cell apoptosis in tumor
carrying TRAIL and apoptin injected s.c. in Balb/c nude mice tumor implantation, repeated tissue and tumor regression
genes® every 7 days

S. typhimurium VNP20009 attenuated mammary carcinoma cell i.v. injectiat 21 days after tumor tumor growth retardation and
expressing TRAIL® line 4T1/red s.c. injected at mammary implantation improved survival death risk

fat pad of Balb/c mice reduced up to 76%
S. typhimurium VNP20009 s.c. CT26 colon carcinoma in Balb/c i.v. injectiat 14 days after tumor enhanced antitumor activity,

producing IL-18'

mice

implantation

tumor growth inhibition;
leukocyte infiltration into
tumor

Diversas linhagens de Salmonella foram desenvolvidas e apresentaram o6timos resultados no tratamento de
diversos tipos de cancer e em diferentes modelo. Fonte:(CHOROBIK; MARCINKIEWICZ, 2011)
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Uma estratégia para direcionar Salmonella para regides especificas tumorais ¢ a
modificacdo da capacidade bacteriana para reagir com nutrientes especificos (CHOROBIK;
MARCINKIEWICZ, 2011). Células defeituosas, como as tumorais, sdo identificadas por
células de defesa, porém muitas vezes nao ocorre sinalizagao de que algo esta errado suficiente
e elas conseguem escapar. Salmonella consegue suprir o tumor via citotoxicidade direta
combinada com resposta imune via inflamagdo aguda. No organismo, Salmonella secreta
moléculas que estimulam a resposta imunoldgica. Com base nisso, um dos obstaculos centrais
na terapia antitumoral ¢ a sintese de moléculas supressoras secretadas por células mieloides e
T do tumor. Entdo, a aplicagdo de microrganismos atenuados, como Salmonella, configura
abordagem promissora capaz de modificar o carater imunossupressor do microambiente
tumoral para imunogénico (CHOROBIK; MARCINKIEWICZ, 2011; ZHAO et al., 2005).

Mais uma caracteristica de Sa/monella que contribui para a diminui¢do da massa
maligna ¢ habilidade inibitéria da angiogénese destruindo os vasos, o que retarda o
desenvolvimento tumoral. Um estudo demonstrou que Sa/monella reduz a expressdo do gene
que codifica uma proteina angiogénica relacionada ao desenvolvimento de vasos endoteliais
(VEGF), (LIANG et al., 2019).

Depois de entrar no corpo, Salmonella atua como um veiculo que pode se replicar e
sobreviver e fornecer agentes terapéuticos as células por meio de seu DNA codificado (cDNA).
A proteina-alvo, incluindo o gene codificado, é entdo expressa por bactérias, produzindo um
produto proteico ativo sem a necessidade de moléculas ou drogas prontas para uso. Entao,
preferencialmente quando a bactéria atinge o tumor, o material genético ¢ amplificado ¢ a
proteina terapéutica ¢ sintetizada e secretada . Existem varias abordagens que fornecem DNA
que codifica antigenos associados a tumores ou canceres especificos, RNAs reguladores,
enzimas conversoras de pro-farmacos, fatores indutores de apoptose, moléculas
antiangiogénicas e muito mais. (CHOROBIK; MARCINKIEWICZ, 2011; WANG;
KAZMIERCZAK; EISENSTARK, 2016).

Salmonella Thyphimurium caracteriza-se por células em forma de bacilos, didmetro
entre 0,7 a 1,5 um e comprimento de 2 a 5 um, gram-negativas, asporogénicas, anaerobias
facultativas, méveis por flagelos (DA SILVA, A. J., 2012). A linhagem Typhimurium causa
inimeras infecgdes que acometem passaros € mamiferos, gerando intoxicacdo na espécie
humana, devido ao consumo de determinados alimentos contaminados. Ja o sorotipo Typhi ¢ o

causador da febre tifoide em humanos (MASTROENI et al., 2001).
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Esse género ¢ utilizado como vetor e, para isso, diversas atenuacdes foram testadas,
culminando em linhagens apropriadas, principalmente dos sorotipos Typhi e Typhimurium.
Tais atenuagdes devem garantir que o microrganismo nado seja capaz de se manter no paciente
receptor e, principalmente, que o desenvolvimento do vetor ndo seja capaz em individuos
imunocomprometidos. A atenuacdo excessiva € inadequada, pois prejudica a habilidade
bacteriana de permanecer nos tecidos por um periodo suficiente e necessario para a sintese e
secrecao de moléculas antitumorais que sao codificadas pelo plasmideo. (MASTROENI et al.,
2001).

Para garantir uma terapia eficiente, ¢ necessario a construcao de um vetor bioldgico que
ndo traga riscos para os individuos. S. Typhimurium da linhagem SL3261 apresenta delecdo do
gene aroA (Figura 19), que leva ao bloqueio da via sintética de compostos aromaticos e, entao,
inibe sua reproducdo. Esses organismos dependem do acido p-aminobenzodico (pABa) para
sintetizar, por exemplo, 2,3-dihidroxibenzdico (DHB) e acido félico, que sdo precursores de
compostos para aquisicao de ferro da bactéria. Salmonella também sintetiza pABa e DHB de
corismato, produto final da via de biossintese de aromaticos. O impedimento de qualquer passo
desta via faz o microrganismo se tornar auxotréfica para dois componentes, 0s quais nao sao
presentes nos tecidos de vertebrados e, portanto, atenua a viruléncia (FELGNER et al., 2016).

A sintese de aminoéacidos aromaticos e a glicolise estdo ligadas pela direta acdo do gene
aroA que pertence a via do chiquimato (BENTLEY, 1990). Quando o gene aroA ¢ deletado, o
género Salmonella depende de modo auxotrofico de aminoacidos aromaticos ausentes nos
mamiferos, tornando essa atenuacao segura e gera 6timos vetores vivos apropriados ja que sua
reproducao esta extinta (HOISETH; STOCKER, 1981). A principal consequéncia disso € que
esses seres ndo consegue se reproduzir e crescer no organismo e pode ser verificado em testes
in vivo (MASTROENI et al., 2001). Os compostos aromaticos deletado sao o acido 2,3-
diidroxibenzoico, composto solido incolor que ocorre naturalmente, sendo formado pela via do
chiquimato. E incorporado em vérios sideréforos, que sdo moléculas que fortemente
complexam ions de ferro para absor¢do em bactérias (O’BRIEN; COX; GIBSON, 1970). O
acido 4-aminobenzdico ¢ caracterizado por tratar-se de um pdé cristalino de cor branca ou
branco-amarelado, inodoro, de sabor amargo e ligeiramente soluvel em agua, porém altamente
soltvel em alcool absoluto. A sua molécula consiste de um anel de benzeno ligado a um grupo
amina e a um grupo carboxila. E essencial para algumas bactérias e as vezes designado vitamina
B10, no entanto como ndo ¢ essencial para os seres humanos ndo ¢ considerado uma vitamina

(VAN DE GRAAF, B., HOEFNAGEL, A.J., & WEPSTER, 1981).
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Fisura 19 — Atenuagdo de SL.3261 com delecao do gene aroA

Essencial Tyrosine
4 and Phenylalanine
aroA available Tryptophan
Shikimic —* Chorismicif—' Esssncal — 2,3-dihydroxybenzoicacid — Enterochelin
acid | acid e et P-aminobenzoic acid — Folat
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<
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Apbs a delegdo do gene pertencente a via do chiquinato Salmonella torna-se auxotdfica para compostos aromaticos
ndo disponiveis no tecido de seu hospedeiro. Fonte: (AKAJIMA, 2010).

A linhagem SL3261 ja foi usada para imunoterapia e tratamento de diversas neoplasias
como o cancer colorretal, o melanoma, de pancreas e de pulmdao (ARGORIO et al., 2007;
JIANXIN etal., 2013; LIN etal., 2012; SALTZMAN et al., 2018; ZHU et al., 2010). Um estudo
demostrou que a terapia com a S. Typhimurium atenuada no cancer de bexiga foi capaz de
estimular células TCD8+, o que ¢ essencial na terapia antitumoral (DOMINGOS-PEREIRA et
al., 2015). Demais estudos utilizando o género Salmonella atenuado foram feitos e mostraram
que o desenvolvimento do tumor sofreu inibi¢do por um intervalo de tempo longo, inclusive
mesmo depois de algumas semanas em que os camundongos nao receberam nenhum tratamento
morrerem pela doenga (AKAJIMA, 2010). Entdo, este género, que também ¢ de facil
manipulagdo genética, ¢ candidato potencial para terapias que controlem e inibem a progressao
tumoral.

Extremamente amplo ¢ o potencial que microrganismos procariontes apresentam como
sistemas de expressoes proteicas. Através da producao de moléculas alvo diretamente no tumor,
bactérias vivas que atuam como vetores podem proporcionar uma potente alternativa para
tratamento adjuvante em muitos tipos de cancer. A codificagdo de genes que sdo expressos via
aparelhos de transcricdo bacteriana, para obter como produto uma proteina ativa nao
apresentam caréncia da presenca prévia de qualquer droga pré-formada. Em contra partida, o
gene que o plasmideo contém ¢ amplificado e liberam os agentes terapéuticos diretamente no

microambiente tumoral (AKAJIMA, 2010).

1.7 Interleucina - 2 (IL-2)
As interleucinas sao moléculas sintetizadas por leucécitos, principalmente linfocitos T,
macréfagos e eosinofilos com fungdo de ativacdo ou inativagdo do sistema imunoldgico e

divisdo celular (BEN MENACHEM-ZIDON et al., 2011). E sabido que algumas citocinas e
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proteinas auxiliam no tratamento contra o cancer. As mais estudadas sdo a IL-2, IL-12, IL-10 e
TRAIL (FARKONA; DIAMANDIS; BLASUTIG, 2016).

IL-2 est4 envolvida na maturagao de linfocitos B e T (LIAO; LIN; LEONARD, 2011).
E uma proteina de 15 kDa secretadas pelas células dendriticas ativadas, linfocitos T CD4+
ativados, células T CD8+ e células NK. Sao responsaveis pela estimulagdo dos tipos celulares
com expressao de dois tipos de receptores: o trimérico para IL-2 com afinidade alta formado
por cadeias a-, - e y-; € o receptor dimérico com afinidade reduzida, formado apenas pelas
cadeias B- e y- (MOSMANN et al., 1987).

Trabalhos demostraram que a S. Typhimurium recombinante que expressa e secreta IL-
2 potencializou a resposta imunologica e acentuou o efeito anticancer em melanoma altamente
tumorigénico, quando comparado a terapia com a linhagem com bactéria que ndo expressa a
citocina (AL-RAMADI et al., 2008). Essa acdo anticancer esta correlacionada a uma resposta
intratumoral robusta que combate a angiogénese e a apoptose. Quando a IL-2 ¢ secretada no
tumor, gera-se um combate imunolédgico do hospedeiro, elevando populacdes de células NK,
para promover a destruicdo de células tumorais, o que pode levar a regressdo tumoral, a
prevencgdo de metéstases e otimizagao da taxa de sobrevivéncia (YUHUA et al., 2001).

A IL-2 sintetizada por Salmonella foi capaz de reduzir o crescimento tumoral e otimizar
a sobrevivéncia dos camundongos com melanoma quando comparado a cepa que ndo
sintetizava a interleucina, pois a IL-2 gerou resposta intratumoral antiangiogénica e pro-
apoptotica que foi preferencialmente induzida pela cepa bacteriana que expressa IL-2 (AL-
RAMADI et al., 2009).

Tanto a IL-2 murina quanto a humana tem a habilidade de induzir a proliferagdo de
cé¢lulas de espécies homologas de maneira extremamente eficiente. Isso significa que
camundongos ¢ humanos apresentam reatividade cruzada (MOSMANN et al., 1987). Nos
linfécitos CD8, a IL-2 ativa a proliferacao de células e a formagao de linfocitos de memoria e
diferenciados. Entdo, IL-2 tem como fungdo a proliferacao de linfocitos e aumentar a acao dos
mesmos e das células NK, que sdo responsaveis pela eliminagao de células tumorais (GUPTA;
AGARWAL, 2016). Com base em todo esse conhecimento, a IL-2 tem sido investigada ha
décadas como um potencial agente imunoterapéutico no tratamento do cancer em modelos de

tumor humano e de camundongo (Figura 20). (ROSENBERG, 2014).
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Figura 20 — Acdo da IL-2 no combate ao cancer
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Os efeitos de IL-2 tanto endogenas quanto exogenas sdo: estimulagdo da proliferagdo e funcdo das células T
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linfocitos ativados, como interferon gama e fator de necrose tumoral. Fonte: Adaptado de (GUPTA; AGARWAL,
2016).

As células NK estimuladas por IL-2 suprem a carcionogénese na resposta imune inata,
via secrecdo de perforinas e granzimas e IFN-y. NK entra e atinge as células malignas cuja
moléculas MHC classe I foram perdidas, portanto, podem softrer lise, processo que ocorre sem
a presenca de apresentagdo de antigeno (MARTINOVIC et al., 2016), fazendo com que o
processo de ativacdo de células NK pela IL-2 configure uma potencial terapia anticancer (SEKI
etal., 2011).

Diversos estudos mostraram efeito da IL-2 in vitro explicado pelo fato de que a IL-2 ¢
indutora da enzima 6xido nitrico sintase (iINOS) que produz 6xido nitrico (NO) que tem efeito
antitumoral (SAKKOULA; PIPILI-SYNETOS; MARAGOUDAKIS, 1997). Para verificar os
efeitos da IL-2, o gene que codifica a IL-2 foi clonado em 1983, e sua producao e caracterizacao
em E. coli foi realizada em 1984, estabelecendo um método de administragao de IL-2.
Observou-se que a terapia com IL-2 induz regressao tumoral terapéutica de longa duragdo em
melanoma metastatico e cancer renal.(ROSENBERG, 2014). Contudo, também notou-se altas
doses de IL-2 gerou alta toxicidade em um nimero elevado de pacientes (SALTZMAN, 2005).
Para tentar reverter esse impasse, foi desenvolvida uma linhagem de S. Typhimurium capaz de
sintetizar IL-2. O estudo mostrou reducdo significativa de metastase hepaticas oriundas de

adenocarcinoma de célon em camundongos (SALTZMAN et al., 1997).

1.8 TRAIL - Ligante Indutor de Apoptose Relacionado ao TNF
O TRAIL (Tumor-Necrosis-Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) ou Apo2 ¢ um

receptor para o TNF relacionado ao processo de apoptose e foi descrito em 1995 (WILEY et
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al., 1995). E uma proteina receptora transmembranar tipo II. Foi originalmente identificado e
clonado com base em seu dominio extracelular e homologia de sequéncia com CD95L e TNF.
Forma homotrimeros que se ligam a moléculas receptoras, permitindo ampla expressao de seu
mRNA em diversos tecidos. E promissor para a terapia do cancer porque induz seletivamente
a apoptose nas células tumorais em compara¢ao com o tecido normal. (MONGKOLSAPAYA
etal., 1999; WILEY et al., 1995).

TRAIL ¢ eficaz contra diversos tipos de cancer como do célon, da mama, do pulmao,
da prostata, renal, do ovario, da bexiga, gliomas, e tumores pancreaticos (GANALI et al., 2009).
O TRAIL desempenha ag¢ao pelo receptor de morte por apoptose, ativando a caspase-8 e conduz
a ativagdo de caspase-3, mediador central da apoptose (LEBLANC; ASHKENAZI, 2003).
Como consegue controlar a entrega espacial e temporal de maneira seletiva, vincular o TRAIL
com a linhagem de Salmonella SLL3261 apresenta potencial para ser uma terapia alternativa
adjuvante para o tratamento antitumoral.

A acdo de TRAIL ¢ primeiro ativada pela ligagdo de TRAIL aos receptores TRAILR1
ou TRAILR2 (Fig. 21), levando a oligomerizagao e recrutamento do dominio de morte FAS
(FADD) e caspase-8, iniciando assim a morte funcional e formam um complexo de -
Sinalizag¢do Induzivel (DISC). No DISC, a caspase-8 ¢ clivada e ativada, e a caspase-3 ¢ a
proteina BID (BH3-interacting domain death agonist) sdo clivadas e ativadas. Como resultado
da ativacao de BID, tBID se liga a BAX e BAK pro-apoptdticas, levando a permeabilizagdo da
membrana mitocondrial e liberagdo de proteinas mitocondriais, como DIABLO e citocromo c.
O primeiro pode suprimir os inibidores de caspases. O citocromo ¢ ¢ a caspase-9 se combinam
para formar apoptose funcional, levando a clivagem e ativacao da caspase-9, que pode clivar a
caspase-3.0 DIABLO inibe a atividade inibitéria da caspase de IAP. A clivagem na caspase-3
ocorre para ativar a caspase-8 e amplificar o sinal apoptotico.(JOHNSTONE; FREW; SMYTH,
2008).
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Figura 21— Mecanismo de ativacdo de TRAIL
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Ao se ligar aos seus receptores na célula TRAIL inicia processos de sinalizagdo celular que resultam em ativacao
de apoptose. Fonte: JOHNSTONE; FREW; SMYTH, 2008).

S. Typhimurium tem a capacidade de expressar e secretar proteinas TRAIL funcionais.
Quando o TRAIL ¢ secretado, a via do receptor de morte induz a apoptose nas células do cancer
de mama, reduzindo consideravelmente o crescimento do tumor e aumentando a sobrevida do
hospedeiro. (GANAI; ARENAS; FORBES, 2009). O TRAIL sintetizado e secretado por S.
Typhimurium atenuada inibiu de maneira significativa o crescimento de células tumorais de
estomago (CAO et al., 2010). Contudo, TRAIL soluvel ndo demonstrou eficiéncia nos testes
clinicos, devido a sua curta meia vida e foi depurado pelos rins muito rapidamente (KELLEY
et al., 2001). Ministrar TRAIL junto com farmacos quimioterdpicos se mostrou mais
promissora. Porém, os quimioterapicos cldssicos ndo apresentam seletividade e geram efeitos
colaterais graves, pois atacam células saudaveis. Com o delivery direcionado e especifico do
TRAIL no microambiente tumoral, ocorre aumento da concentra¢ao localmente ¢ diminui¢ao
da dilui¢do do TRAIL circulante. Atualmente ha dois protocolos para delivery direcional de
substancias e moléculas sendo investigadas. O primeiro consiste no direcionamento passivo
com base via permeabilidade e retengdo aprimoradas, como a aplicagdo de nanoparticulas. O
segundo ocorre de forma ativa com peptideos ou anticorpos que induzem TRAIL a atingir o
tumor via antigenos especificos. Bactérias atenuadas que direcionam a sintese e secrecao de
TRAIL diretamente no tumor tem como objetivo reduzir danos colaterais toxicos nos tecidos
sauddveis a0 mesmo tempo que consegue manter concentragdes intratumorais de TRAIL altas
(DE MIGUEL et al., 2016). A juncao do tratamento com IL-2 e TRAIL fusionadas com
proteinas fluorescentes sendo sintetizadas e entregues por SL3261 com promotor para

anaerobiose proposta nesse estudo ¢ nova e promissora.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito antitumoral das proteinas IL-2, TRAIL e o MIX das duas proteinas
expressas por Salmonella Typhimurium atenuada, linhagem SL3261, contra cancer de bexiga

in vitro em linhagens celulares de cancer de bexiga MB49 e RT4 ¢ in vivo em camundongos

fémea C58BL/6.

2.2 Objetivos especificos

Mais especificamente pretende-se:
Invitro:

e Avaliar a viabilidade celular através de alteragdes na integridade da membrana
lisossomal, das enzimas mitocondriais e capacidade de recuperagao celular;

e Observar as alteragdes na morfologia celular;

e Dosar a produgdo de 6xido nitrico (NO);

e Dosar a secrecao de citocinas inflamatoérias IL-6, IL-8 e TNF;

e Verificar a ativacao do processo de autofagia e apoptose;
Invivo:

e Analisar a taxa de sobrevida dos animais;

e Avaliar a progressao tumoral nos animais através do peso das bexigas;

e Determinar a resposta leucocitaria e a dosagem dos niveis de citocinas (TNF, IL-12 e
IFN-y) no sangue e no lavado da cavidade peritoneal (LCP) dos animais;

e Verificar a biodistribui¢cdo das trés linhagens de SL3261 clonadas com as proteinas no

figado, bago e tumor dos animais.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Cultivo e manutencio de linhagens recombinantes de SL3261, SL3261 _IL-2 e
SL3261 TRAIL
3.1.1 Linhagens recombinantes de S. Typhimurium

As linhagens utilizadas SL3261, SL23162 IL-2 e SL3261 TRAIL foram cedidas pela
Dra. Luciana Camillo e em parceria com o Prof. Dr. Adilson José da Silva do Laboratoério de
Fébrica Celular (LAFAC), do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ), da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) cujo laboratério apresenta nivel de biosseguranga 2 (NB2).

A construcdo das linhagens propostas nesse estudo foi realizada pela Dra. Luciana
Camillo e se deu utilizando as sequéncias génicas murinas de TRAIL e IL-2 que foram obtidas
a partir da biblioteca do GenBank (codigos de acesso: AF470537.1 e AY147902.1,
respectivamente). sintetizadas pela empresa Biomatik, das proteinas IL-2 ¢ TRAIL murinas
clonadas primeiro em E. coli DH5a e posteriormente em SL3261. A TRAIL foi produzida
fusionada com a proteina fluorescente EmMGFP (Emerald Green Fluorescent Protein) e a 1L-2
foi fusionada com a proteina fluorescente YFP (Yellow Fluorescent Protein) (CAMILLO,
2019) para observacao em microscopia.

O plasmideo escolhido para a fusdo desses genes foi o pAE contendo o promotor nirB,
que ¢ induzido em anaerobiose e ja ¢ utilizado para esse tipo de abordagem (OXER et al., 1991;
RAMOS et al., 2004) e foi gentilmente cedido pela pesquisadora Dra. Elizabeth A. L. Martins,
do Instituto Butantan de Sao Paulo, SP. Os plasmideos foram extraidos com o uso de kits
comerciais de extragao plasmidial Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep da Cellco Biotec e as
transformagoes feitas por choque térmico. A confirmacao dos clones foi feita por digestdo com
enzimas de restri¢do especificas e analise de gel de agarose e western blot, comparando com o

marcador molecular (CAMILLO, 2019).

3.1.2 Cultivo, manutencio das linhagens de SL.3261 e expressao de IL-2 e TRAIL

Cada cepa bacteriana foi armazenada em glicerol a 10% e mantida a -80 °C. O meio
utilizado ¢ o LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 5 g de NaCl para 1 L de agua
destilada) contendo 100 pg/mL de antibidtico ampicilina para as linhagens SL3261 IL-2 e
SL3261 TRAIL. Para as placas contendo meio LB dgar, uma alga de transferéncia foi removida
da suspensdo bacteriana e a placa foi estriada. O cultivo foi mantido a 37 °C por 48 horas. Para
o pré-indculo, uma coldnia isolada foi inoculada em 20 mL de meio LB liquido. A cultura foi

mantida por 16 horas a 37 °C e a 200 g em frasco de rosca. Em seguida, a densidade optica
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(D.O.) foi lida a 600 nm e uma aliquota corrigida para D.O.= 0,1 e foi adicionada em 50 mL de
meio LB para o cultivo do indculo em Erlenmeyer. O cultivo foi mantido a 37 °C e a 200 g até
atingir D.O.= 0,4. A partir dai, a expressdo das proteinas IL-2 e TRAIL foi induzida por
anaerobiose por 72 horas a 37 °C e em 200 g. Para a condigdo anaerdbia, utilizada nos ensaios
in vitro, foram utilizados frascos de rosca com meio de cultura até a boca e selados com Parafilm
M®. A cultura foi entdo centrifugada a 10.000 g, por 20 min e a 4 °C. O pellet foi descartado,
uma vez que as proteinas sao secretadas no meio de cultivo e o sobrenadante a ser utilizado nos
experimentos in vitro foi esterilizado em filtro de seringa com poro de 0,22 um. Para cada teste
in vitro, foram realizadas culturas bacterianas frescas.

Para os ensaios in vivo foi retirado 1 mL de cada Erlenmeyer, seguido de centrifugagio
por 20 minutos, a 20 °C e 4000 g. Entdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as
células vivas ressuspendido em 1 mL de salina estéril (NaCl 0,9 %) com dose de 5 = 10’
UFC/mL para inoculagdo intravesical nos camundongos. Um esquema resumido de todo esse

processo ¢ mostrado na figura 22.

Figura 22 - Cultivo das linhagens de SL3261
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As linhagens celulares foram armazenadas em glicerol a -80°C. Para cultivo foram realizados pré-indculo e indculo
em meio LB liquido. Para testes in vitro a condi¢ao de anaerobiose foi realizada com adi¢ao de meio LB até a boca
e selados, tendo o sobrenadante deste cultivo utilizado. Para os teste in vivo foram utilizados o pellet do cultivo
celular contendo as células vivas em que a anaerobiose foi induzida no organismo do animal na regido necrotica

do tumor so6lido. Fonte: autora.

3.1.3. Curva de crescimento das linhagens SL.3261, SL.3261 IL-2 e SLL.3261 TRAIL

A curva de crescimento foi realizada a partir de indculos das 3 linhagens recombinantes
em duplicata. A leitura da D.O. foi feita nos seguintes horarios: Oh,1h00, 2h00, 3h00, 3h30,
4h00, 4h30 e 5h de cultivo. A cada intervalo de tempo também foram feitos o plaqueamento

dos cultivos em diluigdo de 10%e 10° em solugdo salina estéril (NaCl 0,9 %).
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3.1.4 Leitura de fluorescéncia das cepas bacterianas

Para confirmar a producdo e liberagdo das proteinas IL-2 e TRAIL pelas linhagens
bacterianas SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL descritas acima, foi feita a leitura de fluorescéncia
em que 100 uL do sobrenadante dos cultivos bacterianos foram adicionados em uma microplaca
preta de fundo chato transparente de 96 pocos. Para o controle foi adicionado sobrenadante da
linhagem SL3261. A emissao de fluorescéncia foi lida a 527 nm para IL-2 e 509 nm para TRAIL

no equipamento Spectra MAX i3™ (Molecular Devices).

3.1.5 Dosagem dos niveis de IL-2 e TRAIL por ELISA

A partir do sobrenadante do cultivo bacteriano descrito anteriormente foi realizada a
identificacdo da presenga de proteinas por ELISA Indireto (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay — Ensaio Imunoenzimatico) (Thermo Fisher Scientific ®), em que as proteinas presentes
no cultivo bacteriano foram fixadas na placa, que posteriormente foram detectados por
conjugados especificos contra as possiveis proteinas presentes neste sobrenadante, sendo feita
a deteccao de IL-2 e TRAIL seguindo o protocolo abaixo descrito.

Foram utilizadas placas de microtitulagdo de alta afinidade com 96 pogos sendo
aplicados 100 puL/pogo das proteinas analisadas (IL-2 e TRAIL) e SL3261 para comparacgao
como controle negativo para sensibilizagdo das placas e incubagdo por 16 horas a 4 °C. A cada
etapa as placas eram lavadas com 300 pL/pogo com solu¢do de lavagem (PBS 1X [Tampao
fosfato salino: 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,15 g de Na,HPOs, 0,.2 g de KH2PO4 e 1 L de agua
destilada] + Tween 20 a 0,05%, pH 7.4). Apds a sensibilizacdo foram acrescentados 200
puL/poco de solugdo bloqueio com leite 10% (0% de gordura) e as placas foram incubadas por
2 horas em temperatura ambiente. Entao foi realizada a aplicagdo do anticorpo de captura anti-
IL-2 e anti-TRAIL, sendo aplicados 100 uL/pogo, sendo que o mesmo foi diluido em tampao
carbonato (7,13 g de NaHCO3 e 1,59 g de Na2CO3 para 1 L de 4dgua mili-q), na proporgao
1:10000 e a placa foi incubada por 2 horas a 37 °C. Foi entdo preparado, ao abrigo de luz, o
anticorpo secundario conjugado com enzima peroxidase diluindo-o em PBS 1X, na proporg¢ao
1:10000, recomendada pelo respectivo fabricante, e posteriormente foi aplicado 100 pL/poco.
As placas foram entdo incubadas por 1 hora e 30 minutos a 37 °C ao abrigo de luz. Entao foi
aplicado, ao abrigo de luz, 100 uL/pogo do substrato TMB (3,3°,5,5” - Tetrametilbenzidina) e
as placas foram incubadas em temperatura ambiente, ainda ao abrigo de luz, por 15 minutos
aproximadamente, quando a solugdo passou a apresentar uma coloragdo azul mais forte. Em

seguida, a reacao foi bloqueada com a aplicacdo de 50 upL/poco de acido sulfurico 2M.

48



Finalmente, a leitura das placas foi feita no comprimento de onda de 450 nm, pelo
espectofotometro de placas (Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate
Spectrophotometer). Foram feitos controles brancos contendo somente os anticorpos de captura

e secundario diluidos em PBS.

3.2 Cultivo de células tumorais e ensaios in vitro
3.2.1 Cultivo de célula tumoral de bexiga murina (MB49) e humana (RT4)

Foi utilizada a linhagem MB49 de tumor de bexiga de camundongo C57BL/6 cedidas
pelo Prof. Dr. Ricardo Carneiro Borra do Laboratério de Imunologia Aplicada, do
Departamento de Genética e Evolucdo (DGe), da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar). A linhagem celular de cancer de bexiga humano, RT4, foi cedida pela Profa. Dra.
Fernanda Perpétua Casciatori do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ), da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Um resumo dos testes n virto ¢ mostrado na

Figura 23.

Figura 23 - Testes in vitro com as linhagens MB49 e RT4
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As linhagens celular MB49 e RT4 foram cultivadas em meio DMEM e DMEM F12, respectivamente. O tempo de
tratamento foi de 24 ¢ 48 horas. Os pardmetros analisados foram: morfologia celular, vianilidade celular, autofagia,
produgdo de NO, recuperagio celular, danos na membrana plasmatica e apoptose. Fonte: autora.

As células foram cultivadas em garrafas médias de cultura em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, Sigma-ALDRICH, USA) para MB49 e meio DMEM/FI12
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium: Nutrient Mixture F-12, Sigma-ALDRICH, USA) para
RT4 na presenga de antibidticos penicilina/streptomicina a 100 pL/mL (LGC Biotechnology)

com adicdo de 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor (LGC Biotechnology). As
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garrafas foram mantidas incubadas em ambiente imido a 37°C e 5% de CO- até atingirem 80%

de confluéncia, sob repicagens.

3.2.2 Ensaios in vitro

Os 6 grupos propostos e o tratamento estabelecido sdo apresentados na tabela 1. O grupo
C- tem células tumorais ¢ meio DMEM/DMEM F12 com volume final de 200 pL/pogo. O
grupo LB tem células tumorais ¢ 100 un. de DMEM/DMEM F12 e 100 pL de meio LB com
volume final de 200 uL/pogco. O grupo SL3261 tem células tumorais ¢ 100 uL de
DMEM/DMEM F12 e 100 pL do sobrenadante do cultivo da linhagem SL3261 com volume
final de 200 pL/poco. O grupo IL-2 tem células tumorais e 100 pL de DMEM/DMEM F12 e
100 puL do sobrenadante do cultivo da linhagem SL3261 IL-2 com volume final de 200
uL/poco. O grupo TRAIL tem células tumorais ¢ 100 p. de DMEM/DMEM F12 e 100 pL do
sobrenadante do cultivo da linhagem SL3261 TRAIL com volume final de 200 uL/pogo. O
grupo MIX tem células tumorais e 100 pL de DMEM/DMEM F12 e 50 pL do sobrenadante do
cultivo da linhagem SL3261 IL-2 ¢ 50 uL do sobrenadante do cultivo da linhagem
SL3261 TRAIL com volume final de 200 pL/pogo.

Tabela 1 - Grupos e tratamentos

DMEM LB SL3261* IL-2%* TRAIL*
C- 200 pL - - - -
LB 100 pL. 100 pL - - -
SL3261 100 pL - 100 puL - -
IL-2 100 pL - - 100 pL -
TRAIL 100 pL. - - - 100 pL
MIX (50% de cada 100 pLL - - 50 pL. 50 nLL

proteina)
*Sobrenadante do cultivo bacteriano

Os 6 grupos estabelecidos e o tratamento utilizado. DMEM: meio de cultivo. Meio LB. O grupo C- ndo recebeu
tratamento. O grupo LB ndo recebeu nenhum tratamento, mas teve meio LB adicionado. Os grupos SL3261, IL-
2, TRAIL e MIX receberam tratamento com o sobrenadante da cultura bacteriana. Fonte: autora.

Os testes foram realizados pelo menos em triplicata, em trés experimentos
independentes e nos tempos de exposicao de 24, 48 e 72 horas seguido pelos ensaios descritos

abaixo
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3.2.3 Viabilidade celular pelo método MTT

O método colorimétrico de Tetrazolium 3 - (4,5 - dimetiltiazol - 2 - il) 2,5 -
difenilbromida (MTT) (SIGMA-ALDRICH, EUA) (MOSMANN, 1983) foi realizado para
avaliar a integridade da fung¢dao mitocondrial, através da mensuracao da formacao de cristais de
formazan por enzimas mitocondriais. Quanto maior a produc¢do desses cristais, maior a
viabilidade celular. Em microplaca de 96 pocos de fundo chato, com tratamento para cultivo e
com tampa, foram inoculadas 1x10* células por pogo. Posteriormente a 24 horas de adesdo os
tratamentos mostrados na Tabela 1 foram adicionados. Apos os tempos de exposicao de 24, 48
e 72 horas, os pogos foram lavados 2 vezes com PBS 1X e 200 uL da solu¢do de MTT a 0,5
mg/mL em PBS 1X mais meio incompleto e sem fenol (1:5) foram adicionados. A reagdo
ocorreu por 3 horas a 37 °C e 5% de CO.. foram feitos controles brancos contendo somente
solucdo de MTT. Em seguida, a solugdo reagente foi removida e 100 uL do diluente DMSO
foram adicionados por poco, seguido pela leitura da absorbancia a 570 nm em
espectrofotometro (Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer). Foi
feito o controle de morte celular (C+) com detergente enzimatico extran 5%. O percentual de
viabilidade foi calculado pela comparacao dos dados obtidos com o grupo C- de acordo com a

equacgao abaixo:

% Viabilidade celular = Grupo experimental x 100

Equagdo 1
Média do grupo C- (Equagdo 1)

3.2.4 Viabilidade celular pelo método com vermelho neutro

O ensaio com vermelho neutro se baseia no acumulo do corante nas membranas dos
lipossomos. Quanto mais células vidveis, maior a difusdo do corante pela membrana
(REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008). Em uma microplaca de 96 pogos de fundo
chato, com tratamento para cultivo e com tampa, foram inoculadas 1x10* células por poco.
Posteriormente a 24 horas de adesdo os tratamentos mostrados na Tabela 1 foram adicionados.
Ap6s os tempos de exposicao de 24 e 48 horas, os pocos foram lavados 2 vezes com PBS 1X e
100 puL do corante a 30 pg/mL em meio suplementado com 1% de SFB e sem fenol foram
adicionados. A reacdo ocorreu por 2 horas a 37 °C e 5% de CO». Em seguida, a solucdo reagente
foi removida e 200 pL do diluente acido acético 1% e etanol 50% (1:1) foram adicionados por
poco, seguido pela leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotometro (Thermo Scientific
™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer). O percentual de citotoxicidade foi

calculado pela comparacao dos dados obtidos com o grupo C- de acordo com a equagao 1.
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3.2.5 Morte celular por autofagia

O indice de unidades de autofagia arbitrarias (UAA), mensura indiretamente a morte
celular autofagica pelo célculo que correlaciona a propor¢ao de vacuolos autofagicos corados
no ensaio de VN, pela taxa de sobrevida celular, obtida pela média entre os valores obtidos

pelos ensaios de MTT:

UAA =Valores individuais do VN (Equagdo 2)
Valores da média MTT

Hé uma maior incorporagao e retencao de VN em vacuolos autofagicos tardios e desta
maneira, ha uma superestimagdo da viabilidade celular com o ensaio de VN, a qual deve ser
normalizada pela média da viabilidade celular obtida por MTT. A correlagdo positiva com
morte celular por autofagia ¢ descrita quando a UAA ¢ maior que 1. Assim, os dados obtidos
nos experimentos de MTT e VN nos diferentes grupos de estudo e periodos foram utilizados

para o calculo da UAA (MARTINS et al., 2013).

3.2.6 Morfologia celular por microscopia optica

A morfologia celular foi observada por microscopia Optica. Em microplaca de 96
pocos de fundo chato, com tratamento para cultivo e com tampa, foram inoculadas 1x10*
células por pogo. Posteriormente a 24 horas de adesdo os tratamentos mostrados na Tabela 1
foram adicionados. Apds os tempos de exposi¢cdo de 24 e 48 horas, os pocos foram lavados
com PBS 1X e observados em microscopio optico Axiovert 40 CFL (Zeiss), com lente objetiva
10X, cujas imagens serao capturadas com a camera acoplada modelo LOD-3000 (Bio Focus) e

analisadas pelo software Future WinJoe™ versdo 2.0 com resolugdo final de 100X.

3.2.7 Producio de Oxido Nitrico (NO) pela Reacao de Griess

Foi realizada, por meio da reacao de Griess que mede a producao do ion nitrito (NO>.)
(GREEN et al., 1982; SALTZMAN, 1954) a producdo NO na qual o nitrito reage com a
sulfanilamida em meio acido. O diazo composto formado reage com o cloridrato de N-(I-
naftil)etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloracao vermelha. Em microplaca de
96 pocos de fundo chato, com tratamento para cultivo e com tampa, foram inoculadas 1x10*
células por pogo. Posteriormente a 24 horas de adesdo, os tratamentos mostrados na Tabela 1
foram adicionados. Apoés os tempos de exposicao de 24 e 48 horas, 50 pL. do sobrenadante

foram coletados para realizar o ensaio e adicionados a uma nova placa seguido da adi¢ao de 50
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uL da solugdo de Griess (mistura 1: 1 da solugdo A [sulfanilamida 1% em écido fosforico 5%]
e solugdo B [0,1 % de dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina]) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada a 554 nm em espectrofotometro
(Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer). A concentragdo de
nitrito no sobrenadante foi quantificada a partir de uma curva padrio (RAMOS;
CAVALHEIRO; CAVALHEIRO, 2006) com concentragdes conhecidas de nitrito em mM
descritas no kit Griess reagent (modified) nimero G4410 (Sigma-Aldrich).

3.2.8 Recuperacio celular via formacao de colonias pelo ensaio clonogénico

A capacidade de recuperagdo das células apos o tratamento proposto foi avaliada pela
formacao de colonias via ensaio clonogénico (FRANKEN et al., 2006). Quanto maior o nimero
de colonias pds-tratamento, maior ¢ a recuperacao celular. Em microplaca de 6 pogos de fundo
chato, com tratamento para cultivo e com tampa, foram inoculadas 1x10* células por pogo.
Posteriormente a 24 horas de adesao, os tratamentos mostrados na Tabela 1 foram adicionados.
Apos os tempos de exposicao de 24 e 48 horas, os pogos tiveram o sobrenadante descartado e
novo meio de cultura adicionado. Apds 7 dias de recuperacao, e troca de meio por 2 vezes, as
células foram fixadas com alcool metilico P.A. (metanol absoluto) e coradas com cristal violeta
0,1% (diluido em 4gua destilada). Os pocos foram fotografados e a contagem das coldonias
realizada no software ImagelJ versdo 1.53* (SCHINDELIN et al., 2012) e pela diluicdo das
colonias com SDS 1%. A leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm em espectrofotometro

(Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer).

3.2.9 Dosagem das citocinas IL-6, IL-8 e TNF

Para a dosagem das citocinas inflamatérias IL-6, IL-8 e TNF (Kit OptEIATM,
BDBiosciences) foi realizado o ELISA direto seguindo o protocolo abaixo descrito. Para este
procedimento foram utilizadas placas de microtitulagdo de alta afinidade com 96 pogos para
ELISA. Entre cada etapa as placas foram lavadas com 300 uL/pogo de solu¢do de lavagem
descrita no item 3.1.5. Apds a sensibilizacdo das placas com 100 pl/pogo de anticorpo de
captura especifico em tampao carbonato na propor¢ao 1:250 houve incubagdo por 16 horas a 4
°C. Em seguida foi realizada a etapa de bloqueio com 200 pL/poco com leite 10% (0% de
gordura), seguido de incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente foram
aplicados 50 pL das amostras (sobrenadante dos cultivos celulares, com dilui¢do de 10 X para

a placa sensibilizada com anti_IL-8) e 50 uL dos reagentes da curva de titulagdo dos padrdes
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de citocinas fornecidos pelo kit, ambos com incubagdo de 2 horas também em temperatura
ambiente. O anticorpo de captura conjugado com a enzima peroxidase foi em seguida
adicionado em 100 uL/pogo ao abrigo de luz por 1 hora e 30 minutos e incubagdo a temperatura
ambiente, em albumina 1X na propor¢ao 1:250 de enzima e anticorpo. Entdo foi aplicado, ao
abrigo de luz, 100 pl/poco do substrato da enzima TMB e as placas foram incubadas, ainda ao
abrigo de luz, de 15 a 30 minutos aproximadamente em temperatura ambiente. Em seguida, a
reacao foi interrompida com a aplicacao de 50 pl/pogo de acido sulfirico 2M, e a leitura das
placas foi feita no comprimento de onda de 450 nm, pelo espectofotometro de placas (Thermo
Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer), sendo as concentracdes
calculadas a partir da curva de titulacdo dos padrdes de citocinas e as concentragdes finais
expressas em pg/mL. Foram feitos controles brancos com os anticorpos de detec¢ao e captura

diluidos em albumina 1X.

3.2.10 Dosagem dos niveis de Caspase 3

Para a deteccdo de apoptose via aumento da atividade da enzima Caspase-3 foi utilizado
o kit EnzChek ® Caspase-3 Assay Kit #1, usado para monitorar continuamente a atividade de
caspase-3 e demais proteases intimamente relacionadas em extratos celulares via substrato
derivado do 7-amino-4-metilcumarina Z-DEVD-AMC que gera um produto fluorescente azul
brilhante apods clivagem proteolitica. Em placa de 24 pocosde fundo chato,com
tratamento para cultivo e com tampa, foram inoculadas 1x10° células por pogo. Posteriormente
a 24 horas de adesdo os tratamentos mostrados na Tabela 1 foram adicionados. Apds os tempos
de exposicao de 24 e 48 horas as placas foram centrifugadas e os pocos raspados com scraper
e PBS 1X para a remog¢ao das células. O extrato celular foi lisado com tampao de lise por 30
minutos a -20°C e centrifugado a 5000 g por 5 minutos. Em seguida, 50 uL. do sobrenadante foi
adicionado em uma nova microplaca de 96 pogos e adicionado 50 pL da solugdo reagente (Z-
DEVD-AMC em tampao de reag@o). A reagdo ocorreu por 30 minutos em temperatura ambiente
sob abrigo de luz. A emissdo de fluorescéncia foi lida a 342-441 nm no equipamento Spectra

MAX i3® (Molecular Devices).

3.2.11 Apoptose por citometria de fluxo com os marcadores PE Anexina V e 7TAAD
A morte celular por apoptose também foi avaliada por meio do marcador Anexina V
(kit de deteccao da BD Biosciences). Nas células apoptdticas, a membrana fosfolipidica

fosfatidilserina (PS) ¢ translocada do folheto interno para o externo da membrana plasmatica,
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expondo assim o PS ao ambiente celular externo. A anexina V ¢ uma proteina de ligagdo com
alta afinidade por PS e se liga a células com PS expostas (BIOSCIENCES, 2015). Em
microplaca de 24 pocos de fundo chato, com tratamento para cultivo e com tampa, foram
inoculadas 1x10° células por pogo. Posteriormente a 24 horas de adesdo, os tratamentos
mostrados na Tabela 1 foram adicionados. Apos os tempos de exposicao de 24 e 48 horas, as
placas foram centrifugadas e lavadas com PBS 1X e os anticorpos PE Anexina V e 7AAd [1:
1] (1 uL/pogo em tampao de ligagao 1:10 em agua destilada) foram adicionados. A reagdo
ocorreu por 15 minutos a temperatura ambiente protegida da luz. Em seguida, as células foram
removidas com o auxilio de scraper e ressuspensas em microtubos com 300 pL de tampao de
ligacdo (1:10). A leitura foi realizada em citometro de fluxo Accuri ™ C6 BD Biosciences,
selecionando gate com 10.000 eventos. A analise foi realizada usando o software FlowJo ™
versado XV (BD Biosciences). Foram feitos os controles de células vivas e duplamente
marcadas, e dois controles de morte (10 minutos em banho seco a 80 °C), um somente com PE

Anexina V e outro marcado somente com 7AAD, para calibragdo do equipamento.

3.3 Ensaios in vivo

O delineamento experimental deste estudo se pautou nas recomendacdes dos Principios
Eticos de Experimentacdo Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratério (SBCAL) e aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), sob parecer n° 8915061118 (Anexo 1).

3.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, pesando entre 18 e 20
gramas, provenientes da empresa ANILAB Animais De Laboratorio Criagao E Comercio Ltda.
Esses animais apresentam o certificado Specified Pathogen Free - SPF, o que garante que eles
sdo livres de patdgenos. Todos os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Morfologia e Patologia da Universidade Federal de Sdo Carlos (DMP - UFSCar), com livre

acesso a dgua e ragdo para roedores em gaiola individuais com controle de ar (ALESCO).
3.3.2 Grupos experimentais, inducio do cancer e tratamento

Foram definidos 6 grupos experimentais com 12 animais por grupo (n=12), analisados

individualmente. Os grupos amostrais sao mostrados a seguir (CAbxg: cancer de bexiga):
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e (C-: Controle negativo (CTRL-)

e (C+: CAbxg (CTRL+)

e SL3261: CAbxg +Tratado com SL3261 (CAbxg+SL3261)

e SL3261 IL-2: CAbxg +Tratado com SL3261 IL-2 (CAbxg+IL-2)

e SL3261 TRAIL: CAbxg +Tratado com SL3261 TRAIL (CAbxg+TRAIL)
e SL3161 MIX: CAbxg +Tratado com SL3261 MIX (CAbxg+MIX)

Para a indu¢do do tumor, sob efeito dos anestésicos, os animais foram submetidos a
cateterizagdo transuretral com auxilio de cateter de polietileno A 24-gauge sem agulha e a
bexiga foi totalmente esvaziada por compressao manual, para a retirada de residuos de urina.
Em seguida, foi feita a lesdo do epitélio vesical COM 70 pL. com etanol 22%, seguido de
lavagens com solugdo de soro fisiologico a 0,9%. A indu¢do do tumor se deu através de uma
lesdo no tecido interno da bexiga seguida da inoculacdo local das células tumorais MB49.
Entdo, foi realizada a instilacdo intravesical de 70 pL de suspensdo de células MB49 a
1x10* células/camundongo (CHADE et al., 2008). Depois dos procedimentos de instilagio, os
cateteres foram removidos e os animais foram acompanhados diariamente, analisando a
implantacao do tumor através da observacao de hematuaria e aumento abdominal.

O tratamento foi intravesical com 5x107 UFC/mL da bactéria apés 3 dias da indugdo
tumoral. O tempo de eutandsia foi determinado pelo estado debilitado dos animais, ocorrendo
11 dias apo6s implantagdo do tumor (Figura 24). O periodo de 11 dias foi baseado em ensaios
piloto realizados anteriormente nos quais mostraram que com 11 dias ja ha o desenvolvimento

tumoral e os animais j& estdo muito debilitados e comegam a morrer.

Figura 24 — Design experimental em camundongos C57BL/6

. Fémeas de C57BL/6

Inducéo do tumor:

e 1x10% células MB49/70 pl/animal
Tratamento:

¢ 5x107 UFC/ml/animal

Design experimental em camundongos C57BL/6. A indug@o do tumor ocorreu no dia 1, seguido por tratamento
no 4° dia, ambos por via intravesical. No 11° foi feita a eutanasia dos animais por pung¢do da veia braquial
esquerda. Fonte: autora.
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3.3.3 Eutanasia, obtencdo e contagem das células do sangue e do liquido da cavidade
peritoneal (LCP)

Os animais foram anestesiados com xelasina e quetamina a 20 mg/kg e intraperitoneal
(i.p.). O sangue dos animais foi obtido por meio de pun¢do da veia braquial esquerda,
utilizando-se EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid - Acido etilenodiamino tetra-acético)
como anticoagulante na concentracdo final de 0,3M. O LCP foi retirado pela inoculacio
peritoneal de 3 ml de PBS citratato, tendo o abdomen homogeneizado e o liquido colido com
seringa. A contagem global de células do sangue e do LCP foi realizada individualmente na
camara de Neubauer e as amostras foram adicionadas em solucao Turk (acido acético a 3% ¢
azul de metileno a 1%) na diluicdo de 1:20. Para a contagem diferencial e em % das células
(Eosinofilos, Neutrofilos e Leucocitos Mononucleados) foram confeccionadas laminas de
esfregaco sanguineo e de LCP em centrifuga Citospin coradas com corante Panotico Rapido.
Em cada lamina foram contadas 100 células, com auxilio da microscopia de luz com magnitude
final de 1000 X. O plasma dos animais foi obtido ap6s a centrifugacio do sangue total, em uma
velocidade de 1500 g, por um periodo de 15 minutos. Posteriormente, o plasma foi armazenado

em uma temperatura de -20 °C para a realiza¢do da dosagem de citocinas

3.3.4 Plaqueamento de culturas do baco, figado e tumor para contagem de UFC -
Biodistribuicao

Os bagos, figados e bexigas com tumores dos animais foram macerados separadamente
em homogeneizadores de vidro com 1,0 mL de solucgdo salina NaCl 0,9 %. Em seguida, foi feita
dilui¢do seriada das amostras com solugdo salina (1:100 e 1:200) e aliquotas de 100 uL das
mesmas foram plaqueadas em LB 4gar. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas para
posterior contagem das unidades formadoras de colonias (UFC). O objetivo desse ensaio ¢
verificar a preferéncia de Salmonella em colonizar preferencialmente o tumor, ja que o figado

e 0 baco s3o os 6rgdos naturalmente colonizados por esse género.

3.3.5 Analise do peso das bexigas

As bexigas foram retiradas e pesadas em balanca analitica de precisdo e fotografadas.

3.3.6 Quantificacio de citocinas IL-12, TNF-a e IFN-y
Para a dosagem das citocinas IL-12, TNF e IFN-y foram usados o plasma dos animais

individualmente pelo ensaio ELISA direto (Kit OptEIATM, BDBiosciences) seguindo o
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protocolo descrito no item 3.2.9, sendo usado tampao carbonato para IFN-y e fosfato para TNF

e IL-12, todos com dilui¢des de anticorpos de detecgdo, captura e enzima na propor¢do 1:250.

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram analisados por meio do software GraphPad Prism
7.0 (San Diego, Califérnia, EUA). Todo o estudo foi realizado no minimo, em sextuplicata,
com o valor de n amostral variando de 6 a 14 (N= 6-14) e em experimentos independentes (trés
in vitro e dois in vivo). Os dados discrepantes foram identificados por meio da analise de
Grubbs, seguida do teste de Shapiro-Wilk para verificar a natureza paramétrica ou nao
paramétrica dos dados. Para tanto, aplicou-se o teste ANOVA (anélise de variancia) aos dados
paramétricos € o pos-teste de comparagcdes multiplas de Tukey (os resultados foram
apresentados em média e desvio padrao). Para dados ndo paramétricos, foram usados o teste de
Kruskal-Wallis e o pos-teste de comparagdo multipla de Dunn (os resultados foram
apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3]). A significancia

estatistica foi estabelecida em p<0,05.

4. RESULTADOS
4.1 Cultivos bacterianos

As figuras 25.A e 25.B mostram as emissdes de fluorescéncia das proteinas YFP e
EmGFP dos cultivos das linhagens SL3261, SL.3261 IL-2 e SL3261 TRAIL. Houve uma
diferenca significativa nos valores de fluorescéncia encontrados nas amostras dos cultivos de
SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL quando comparado a amostra SL3261. Os valores encontrados
evidenciam que a inducdo da expressao e secre¢do das proteinas YFP e EmGFP fusionadas com
IL-2 e TRAIL, respectivamente, pela anaerobiose foi eficiente e que havia proteinas sintetizadas
e liberadas no meio de cultura.

As figuras 25.C e 25.D mostram os niveis de IL-2 e TRAIL medidos pelo método
ELISA no sobrenadante do cultivo das linhagens SL.3261, SL.3261 IL-2 e SL3261 TRAIL. Foi
observada diferenca significativa nos valores de absorbancia de IL-2 quando comparado ao
grupo SL3261 na placa sensibilizada com anticorpos anti-IL-2. Houve também uma diferenca
significativa no aumento dos niveis de TRAIL em comparag@o com os grupos SL3261 e IL-2

na placa sensibilizada com anticorpos anti-TRAIL.
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Figura 25 - Emissao de fluorescéncia e dosagem dos niveis por ELISA das proteinas IL-2 e TRAIL
em cultivo bacteriana
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Anadlise quantitativa de dados. N=14. (A, B) Deteccao de proteinas IL-2 e TRAIL pela emissdo de fluorescéncia
no sobrenadante de cultura SL3261, SL3161 IL-2 e SL3261 TRAIL apds sensibilizacdo da placa com 100
uL/pogo. N=16. (C, D) Niveis de dosagem de IL-2 ¢ TRAIL por ELISA. (*) vs SL3261; * p <0,05; ** p<0,0.1;
**% p<0,001. Os resultados foram apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3].
Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

4.2 Ensaios in vitro com a linhagem celular MB49

Os resultados obtidos nessa sessao foram publicados em periddico cientifico (Anexo 2).
Os valores obtidos pelo ensaio MTT mostrando a porcentagem de viabilidade celular apds 24,
48 e 72 horas ap0s a exposi¢ao aos tratamentos sao demonstrados nas figuras 26.A, 26.B ¢ 26.C.
A diminuicdo da viabilidade celular causada pelas proteinas IL-2, TRAIL e o MIX apoés 24
horas, apresenta diferenga significativa nos valores quando comparado aos grupos C-, LB e
SL3261. Em 48 horas, a mesma diminui¢do na viabilidade celular permaneceu. Apos 72 horas,
apenas os tratamentos com IL-2 e TRAIL mostraram diminuic¢ao nos valores e o grupo SL3261
também apresentou valores menores com diferenca significativa. Os trés tratamentos
diminuiram a viabilidade para a célula MB49, com a proteina TRAIL apresentando maior dano
celular. A Figura 26.D mostra a comparac¢do nos 3 intervalos de tempo, mostrando que com o
passar das horas a viabilidade celular diminui. Com base nesses resultados, as analises seguintes
foram realizadas somente com os horarios de 24 e 48 horas de exposicdo, uma vez que nesses
intervalos de tempo ja ocorreu resposta e em 72 horas o grupo SL3261 apresentou baixa

viabilidade.
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Figura 26 - Viabilidade celular em % em células MB49 pelo ensaio com MTT

(A) MB49 - MTT - 24 horas (B) MB49 - MTT - 48 horas
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Analise quantitativa de dados. N=14. (A). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apos 24
horas de exposigdo. (B). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 48 horas de exposigao
aos tratamentos. (C). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 72 horas de exposicdo aos
tratamentos. (D) Viabilidade celular em % das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢ao
aos tratamentos. (*) vs C-: * p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001; **** p < 0,0001. (°) vs LB: ° p<0,05; °° p<0,01;
200 p<,001; °°°° p<0,0001. (+) vs SL3261: ++ p<0,01; +++ p<0,001; ++++ p<0,0001. (‘) 48 horas vs 24 horas:
¢ ¢ p<0,001; © © < ¢ p<0,0001. (x) 72 horas vs 24 horas: xxx p<0,001; xxxx p<0,0001. (*) 48 horas vs 72 horas:
MM <0,0001. Os resultados foram apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1;
Q3]. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Também foi realizado ensaio com MTT utilizando as proteinas IL-2 e TRAIL
purificadas, mostrados na Figura 27. Observa-se que as proteinas expressas e purificadas sem
EmGFP e YFP apresentam alto poder citotoxico pois a viabilidade celular diminui

acentuadamente. Em ambos os intervalos de tempo.
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Figura 27 — Viabilidade celular em % em células MB49 com as proteinas purificadas pelo ensaio MTT
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Analise quantitativa de dados. N=6. (A). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apos 24
horas de exposigdo. (B). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 48 horas de exposigao
aos tratamentos. (C). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 72 horas de exposicdo aos
tratamentos. (D) Viabilidade celular em % das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apo6s 24, 48 ¢ 72 horas de exposigao
aos tratamentos O ensaio foi realizado pelo menos em triplicata, em trés experimentos independentes. (*) vs C-:
** p<0,01; ¥** p< 0,001; **** p <0,0001. (°) vs LB: ° p<0,05; °° p<0,0. (+) vs SL3261: ++ p<0,001. (‘) 48 horas
vs 24 horas: ‘ p<0,05; “ “ © ¢ p<0,0001. (x) 72 horas vs 24 horas: x<0,05; xxxx: p<0,0001. (*) 48 horas vs 72 horas:
MM p<0,0001. Os resultados foram apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1;

Q3].

O efeito citotoxico das proteinas IL-2, TRAIL e MIX também foi observado em fotos
de microscopia Optica de células MB49 apo6s 24 horas (Fig. 28) e 48 horas (Fig. 29) de
exposicao. Apos 24 horas, os grupos C-, LB e SL3261 apresentaram maior numero de células
com morfologia preservada quando comparados aos grupos tratados com IL-2, TRAIL e MIX,
que além de menor numero de células, a morfologia foi alterada tendo os corpos celulares
alongados e membrana com menor defini¢do. Isso foi observado em 48 horas de exposicao, as
células expostas a [L-2, TRAIL e MIX estavam em menor nimero ¢ sua morfologia foi ainda

mais modificada.
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Figura 28 - Microscopia optica da morfologia das células tumorais MB49 apos 24 horas de exposi¢do

I ——
24 HORAS .

Dados representativos, analise qualitativa. Grupos: (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F) MIX.
Aumento: 100 X. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Figura 29 - Microscopia optica da morfologia das células tumorais MB49 apos 48 horas de exposi¢do

48 HORAS

Aumento: 100 X. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Nas Figuras 30.A e 30.B estdo a detec¢do dos niveis de LDH nos grupos C-, LB,
SL3261, IL-2, TRAIL e MIX, apos 24 e 48 horas. Os grupos tratados com TRAIL e MIX
apresentaram diferenca significativa nos valores obtidos quando comparados aos grupos C- e
LB no periodo de 24 horas. Em 48 horas, a diferenga significativa ocorre no grupo MIX quando

comparado aos grupos C- e LB. Os dados mostram que nos grupos tratados com TRAIL e MIX,
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nos dois periodos analisados, ha liberagdo maior de LDH, evidenciando danos a membrana
celular, sendo esse dano maior no periodo de 24 horas. O grupo TRAIL apresentou niveis mais

elevados de citotoxicidade em 48 horas, mas sem diferencga significativa observada.

Figura 30 - Deteccao dos niveis de LDH em células MB49
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Analise quantitativa de dados. N=12. Porcentagem de viabilidade celular pela quantificagdo do LDH liberado 24
¢ 48 horas ap6s a exposi¢do aos tratamentos. (A) 24 horas de exposicdo. (B) 48 horas de exposicdo. (*) vs C-: *
p<0,05; ** p<0,01. (°) vs LB: °° p<0,01; °°° p<0,001. (+) vs SL3261: ++++ p<0,0001. Os resultados foram
apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3]. Fonte: Adaptado de (DE LIMA

FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

A produgdo de NO» pelas células MB49 apds tratamento com IL-2, TRAIL e MIX nos
periodos de 24 e 48 horas ¢ mostrada nas figuras 31.A e 31.B. As células expostas a TRAIL e
MIX tiveram um aumento significativo na producao de NO,™ quando comparadas aos grupos
C- e LB em 24 horas. Em 48 horas, o aumento dos valores foi significativo nos grupos TRAIL
e MIX quando comparados aos grupos C-, LB e SL3261. Em ambos os periodos houve aumento

significativo da produ¢do de NO;  no grupo tratado com IL-2, mas com diferenca significativa

observada.
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Figura 31 - Produgdo de 6xido nitrico (NO) em células MB49
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Analise quantitativa de dados. N=6. (A, B) Concentracdo de NO2- 24 e 48 horas ap06s a exposi¢ao aos tratamentos.
Grupos: (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (¥) vs C-: **** p<0,00001. (°) vs LB: p<0,0001. (+)
vs SL.3261; ++++ p<0,00001. Os resultados foram apresentados como a média e desvio padrao (A) a mediana com
os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3] (B). Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados
ja publicados.

As figuras 32.A e 32.B mostram o nimero de colonias formadas por células MB49 apoés
7 dias de recuperacao. Em ambos os intervalos de tempo, hd uma diferenca significativa no
numero de coldnias formadas nos grupos tratados com IL-2, TRAIL e MIX quando comparado

aos grupos C-, LB e SL3261, com diferencga estatistica maior em 48 horas.

Figura 32 - Recuperag@o de células MB49 por meio da formagdo de colonias

(A) MB49 - Recuperagio celular - 24 horas (B) MB49 - Recuperacio celular - 48 horas
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Anadlise quantitativa de dados. N=8. (A) Ap6s 24 horas de exposigdo. (B). Apos 48 horas de exposicdo. (*) vs
C-: * p<0,05; ** p<0,01. (°). vs LB: ° p<0,05; °° p<0,01. (+) vs SL3261: + p<0,05; ++ <0,01. Os resultados foram
apresentados como a média e desvio padrdo. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja
publicados.
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As figuras 33 e 34 sdo fotografias dos pocgos de todos os grupos do ensaio clonogénico,
mostrando a recuperacdo das células MB49 apds 7 dias da retirada da proteinas IL-2, TRAIL e

MIX por 24 e 48 horas, evidenciada pela formacao de colonias.

Figura 33 — Imagens do nimero de colonias formadas apos recuperacdo celular apos 24 horas de tratamento

Dados representativos, analise qualitativa. Fotografias de pogos de todos os grupos mostrando colonias formadas
por células tumorais MB49 apos 7 dias de recuperagdo e. (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F)
MIX. Dados representativos. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Figura 34 — Imagens do niumero de colonias formadas apods recuperagéo celular apos 48 horas de tratamento

48 HORAS 040 cm

Dados representativos, analise qualitativa. Fotografias de pogos de todos os grupos mostrando colonias formadas
por células tumorais MB49 apos 7 dias de recuperagdo e. (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F)

MIX. Dados representativos. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Imagens de microscopia epifluorescente de alta resolucdo de células MB49 sao

mostradas nas figuras 35 e 36 ap6s 24 e 48 horas, respectivamente, de exposi¢ao as proteinas
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IL-2, TRAIL e MIX. As células foram coradas com laranja de acridina que marca células vivas
e mortas e emite verde, e com iodeto de propidio que marca células mortas em que o citoplasma
avermelhado indica apoptose inicial e o ntcleo avermelhado indica apoptose tardia. A
sobreposicdo de imagens mostra que os grupos C-, LB e SL3261 em 24 e 48 horas nao
apresentaram dano celular, com morfologia preservada, coloracdo verde e elevado niimero de
células. Os grupos IL-2, TRAIL e MIX apresentam morfologia alterada, diminui¢do do nimero
de células verdes, sendo as laranjas com maior apari¢ao e nucleos apresentando apoptose tardia,

tanto em 24 quanto em 48 horas.

Figura 35 - Imagens de epi fluorescéncia de alta resolucao de células MB49 para analise de morte celular por
apoptose apos 24 horas de exposicdo

24 HORAS

P 4

. D : e ¥, F
Dados representativos, analise qualitativa. Grupos: (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F) MIX.
Imagens obtidas usando um sistema automatizado de microscopia epifluorescente de alta resolugdo de células
MB49 coradas com fluor6éforos LA e IP. Aumento: 400 X. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al.,
2021). Dados ja publicados.
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Figura 36 - Imagens de epi fluorescéncia de alta resolug@o de células MB49 para analise de morte celular por
apoptose apos 48 horas de exposi¢do

Dados representativos, analise qualitativa. Grupos: (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F) MIX.
Imagens obtidas usando um sistema automatizado de microscopia epifluorescente de alta resolucdo de células
MB49 coradas com fluor6éforos LA e IP. Aumento: 400 X. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al.,
2021). Dados ja publicados.

Os graficos dot plot e histograma obtidos por citometria de fluxo dos grupos C-, LB,
SL3261, IL-2, TRAIL e MIX em cultura de células MB49 em 24 ¢ 48 horas sdo apresentados
nas figuras 37.A e 37.B. Os dados apresentados s@o representativos, apresentando uma unica
leitura de cada grupo, uma vez que o nimero da amostra ¢ 8. Os graficos mostram a
fluorescéncia em % de cada marcador, com 7-AAD no eixo y e PE no eixo x. As células
consideradas viaveis sao PE e 7-AAD negativas. As células que estdo no inicio da apoptose sao
positivas para PE e negativas para 7-AAD, enquanto as células que estdo em apoptose tardia ou
necrose sao ambas positivas, ou seja positiva para PE e para 7-AAD. As figuras 37.C e 37.D
sdo representativas de histogramas que mostram os picos de emissdo de fluorescéncia dos
marcadores PE e 7AAD, de acordo com cada grupo analisado nas 24 horas e nas 48 horas de
exposicdo. Em ambos os intervalos de tempo, os picos de emissao dos grupos IL-2, TRAIL e

MIX sao maiores do que os picos dos grupos C-, LB e SL3261.
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Figura 37 - Andlise representativa da apoptose inicial e tardia por citometria de fluxo em células MB49
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Dados representativos, analise qualitativa. (A, B) Os graficos dot plot obtidos por meio de citometria de fluxo. (A)
24 horas de exposic¢do. (B) 48 horas de exposicdo. (C, D). O grafico do histograma representa cada pico de emissio
de fluorescéncia. (C) 24 horas de exposigdo. (D) 48 horas de exposi¢do. Fonte: Adaptado de (DE LIMA
FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

A analise celular quantificada em % por meio de citometria de fluxo de células MB49
24 ¢ 48 horas apos o tratamento com IL-2, TRAIL e MIX de proteinas estdo representados na
Figura 38. Os dados apresentados foram compensados usando controles com células MB49
mortas por calor marcadas com PE e 7AAD, separadamente e com o controle de células MB49
vivas, duplamente marcadas concomitantemente. As Figuras 38.A, 38.B, 38.E e 38.F indicam
que houve um aumento significativo na % de células apoptdticas iniciais e tardias. Em 24 horas,
nos grupos IL-2, TRAIL e MIX, houve aumento das células apoptoticas tardias quando
comparadas ao grupo C-. Nos grupos IL-2 e MIX houve um aumento significativo de células
apoptoticas iniciais quando comparado ao grupo C-. Os grupos LB e SL3261 ndo apresentam
aumento na % de células apoptoticas tardias e iniciais. Em 48 horas, ao comparar o grupo C-
com os outros grupos, os grupos TRAIL e MIX apresentaram um aumento significativo na %
de células apoptdticas tardias, sendo os grupos IL-2, TRAIL e MIX obtidos um aumento
significativo de % de células apoptoticas iniciais. Em 38.C e 38.D, a comparag¢do entre células
apoptoticas iniciais e tardias, em 24 e 48 horas usando o nimero médio de células, €
representada pelo grafico de heat map. Este grafico permite entender qual grupo apresentou
mais células apoptodticas iniciais ou tardias, de acordo com a cor (magenta representa 0 minimo

e verde representa 0 maximo valores atingidos).
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Figura 38 - Apoptose inicial e tardia em células MB49 por citometria de fluxo
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Analise quantitativa de dados. N=8. Anadlise celular quantificada em % de células apoptoticas iniciais e tardias em
comparagdo com os valores quantificados no grupo C-: (A, B) 24 horas e (E, F): 48 horas. O fundo cinza representa
uma diferenca significativa. (C, D) Comparagdo entre o numero médio de células e correlagdo entre apoptose
inicial e tardia, em 24 e 48 horas respectivamente. Magenta representa baixa % da expressao de apoptose e verde
representa alta % da expressdo de apoptose. (¥*) vs C-; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Os
resultados foram apresentados como a mediana com os quartis superior ¢ inferior: Me [Q1; Q3]. Fonte: Adaptado
de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

4.3 Ensaios in vitro com a linhagem celular RT4

Os dados obtidos nessa sessdao geraram artigo cientifico (Anexo 3). A figura 39 mostra
a viabilidade celular pelo método MTT em células RT4 24, 48 e 72 horas apos tratamentos com
IL-2, TRAIL e MIX. Em 24 e 48 horas (figuras 39.A e 39.B) h4a uma diminuigdo significativa
na viabilidade celular nas células tratadas com IL-2, TRAIL e MIX. Em 72 horas (Figura 39.C)
a viabilidade também diminui significativamente nos grupos LB e SL3261. A Figura 39.D
mostra a viabilidade celular comparativas entre os 3 intervalos de tempo e nota-se que a

viabilidade diminui com o passar do tempo.
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Figura 39 — Viabilidade celular em % em células RT4 pelo ensaio com MTT
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Analise quantitativa de dados. N=14. (A). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apos 24
horas de exposigao. (B). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 48 horas de exposigao
aos tratamentos. (C). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 72 horas de exposicdo aos
tratamentos. (D) Viabilidade celular em % das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apo6s 24, 48 ¢ 72 horas de exposigao
aos tratamentos. (*) vs C-: * p<0,05; **** p<0,0001. (°) vs LB: ° p<0,05; °°° p<0,001; °°°° p<0,0001. (+) vs
SL3261: + p<0,05; ++ p<0,01; ++++ p<0,0001. () 48 horas vs 24 horas: (* * * ©) p<0,0001. (x) 72 horas vs 24
horas: (xxxx): p<0,0001. (*) 48 horas vs 72 horas: “* p<0,0001. Os resultados foram apresentados com a média
e o desvio padrao. Fonte: autora.

A Figura 40 mostra a viabilidade celular de células RT4 em porcentagem pelo ensaio
com o corante vermelho neutro apds tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. Tanto em 24 horas
(Figura 40.A) quanto em 48 horas (Figura 40.B) ha diminuicao significativa nos grupos tratados

com IL-2, TRAIL ¢ MIX.
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Figura 40 — Viabilidade celular em % em células RT4 com o corante vermelho neutro
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Analise quantitativa de dados. N=14. (A). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apos 24
horas de exposigao. (B). Viabilidade celular em% das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 48 horas de exposigao
aos tratamentos. (C). Viabilidade celular em % das proteinas IL-2, TRAIL e MIX apds 24 e 48 horas de exposi¢ao
aos tratamentos. (*) vs C-: *** p<0,001; **** p<0,0001. (°) vs LB: ° p<0,05. Os resultados foram apresentados
como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3]. Fonte: autora.

A Figura 41 apresenta o processo de autofagia em células RT4 apos 24 e 48 horas. A
autofagia ¢ positiva em valores superiores a 1. Em 24 horas (Figura 41.A), a autofagia ocorreu

somente no grupo tratado com IL-2 e em 48 horas (Figura 41.B), ocorreu nos trés grupos

tratados.
Figura 41 — Autofagia em células RT4
(A) RT4 - Autofagia - 24 horas (B) RT4 - Autofagia - 48 horas
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Analise quantitativa de dados. N=14. (A). Autofagia apos tratamento com IL-2, TRAIL e MIX apos 24 horas de
exposicdo. (B). Autofagia apos tratamento com IL-2, TRAIL e MIX apo6s 48 horas de exposicéo aos tratamentos.
(C). Autofagia apo6s tratamento com IL-2, TRAIL e MIX apos 24 e 48 horas de exposigdo. (*) vs C-: * p<0,05;
*EE p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Os resultados foram apresentados como a mediana com os quartis
superior ¢ inferior: Me [Q1; Q3]. Fonte: autora.

O efeito citotoxico das proteinas IL-2, TRAIL e MIX também foi observado em fotos
de microscopia oOptica de células RT4 apds 24 horas (figura 42) e 48 horas (figura 43) de
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exposi¢do. Apds 24 horas, os grupos C-, LB e SL3261 apresentaram maior nimero de células
com morfologia preservada quando comparados aos grupos tratados com IL-2, TRAIL e MIX,
que além de menor numero de células, apresentaram alteragao na morfologia, evidenciada por
corpos celulares alongados e membrana alterada. Isso foi observado em 48 horas de exposigao,
pois as células expostas a IL-2, TRAIL e MIX estavam em menor nimero e sua morfologia foi

ainda mais modificada.

Figura 42 - Microscopia optica da morfologia das células tum

24 HORAS

Dados representativos, , analise qualitativa. Grupos: (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F) MIX.
Aumento: 100 X. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Figura 43 - Microscopia 6ptica da morfologia das células tumorais RT4 apds 48 horas de exposigdo
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Dados representativos, analise qualitativa. Grupos: (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F) MIX.
Aumento: 100 X. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.
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A producdo de NO foi medida pela concentracdo do ion NO> no sobrenadante das
células RT4 apos exposicao a IL-2, TRAIL e MIX, mostrada na figura 44. A producdo de ON
foi ligeiramente maior em 24 horas no grupo IL-2 (Figura 44.A). Em 48 horas houve aumento

da producao de NO nos grupos IL-2, TRAIL e MIX (Figura 44.B).

Figura 44 — Produgdo de NO em células RT4 pela Reacdo de Griess

(A) RT4 - Reagao de Griess - 24 horas (B) RT4 - Reagao de Griess - 48 horas
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Analise quantitativa de dados. N=14. (A). Concentragdo de NO». apos tratamento com IL-2, TRAIL e MIX apos
24 horas de exposicdo. (B). Concentragdo de NO».apds tratamento com IL-2, TRAIL e MIX apoés 48 horas de
exposi¢ao aos tratamentos. (C). Concentragdo de NO,.apo6s tratamento com IL-2, TRAIL e MIX apods 24 ¢ 48 horas
de exposicdo. (*) vs C-: ¥** p<0,00. (°) vs LB: °° p<0,01; °°°° p<0,0001. () 48 horas vs 24 horas: ‘ p<0,05. Os
resultados foram apresentados com a média e desvio padrdo (A) e com a mediana com os quartis superior ¢ inferior:
Me [Q1; Q3] (B). Fonte: autora.

A Figura 45 mostra a recuperacao celular de RT4 ao formar colonias apos um periodo
de 7 dias de recuperacgdo, posterior a 24 e 48 horas de exposicdo. Em 45.A e 45.B estdo o
numero de colonias formadas e nota-se que nos grupos tratados com IL-2, TRAIL e MIX houve
diminui¢do significativa no niamero de colonias, tanto em 24 quanto em 48 horas. Essa
diminui¢do também ocorreu na leitura da densidade 6ptica na dilui¢ao das colonias em ambos

os horarios (Figuras 45C e 45.D).
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Figura 45 - Recuperagao de células RT4 por meio da formagao de coldnias

(A) RT4 - Ensaio clonogénico - 24 horas (B) RT4 - Ensaio clonogénico -48 horas
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Dados representativos, analise qualitativa dos dados. N=2. (C,D). Analise quantitativa de dados. N=8. (A) Apos
24 horas de exposicdo. (B). Apos 48 horas de exposigdo. (C) Apds 24 horas de exposicdo. (D). Apds 48 horas de
exposi¢ao (*) vs C-: ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. (°). vs LB: °° p<0,01. (+) vs SL3261: ++ p<0,01;
++++ p<0,0001. Os resultados foram apresentados como a média e desvio padrdo. Fonte: Adaptado de (DE LIMA
FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

As figuras 46 e 47 sao fotografias dos pogos de todos os grupos do ensaio clonogénico,
mostrando a recuperagao das células RT4 apos 7 dias da exposi¢ao as proteinas IL-2, TRAIL e

MIX por 24 e 48 horas, evidenciada pela formacao de colonias.
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Figura 46 — Imagens do numero de colonias formadas de células RT4 apds recuperagdo celular apds 24 horas de
tratamento

24 HORAS

Dados representativos, analise qualitativa de dados. Fotografias de pogos de todos os grupos mostrando colonias
formadas por células tumorais MB49 apo6s 7 dias de recuperagao e. (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E)
TRAIL. (F) MIX. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.

Figura 47 — Imagens do numero de colonias formadas de célula RT4 apds recuperagéo celular apds 48 horas de

Tratamento

48 HORAS

Dados representativos, analise qualitativa. Fotografias de pogos de todos os grupos mostrando colonias formadas
por células tumorais MB49 apos 7 dias de recuperagdo e. (A) C-. (B) LB. (C) SL3261. (D) IL-2. (E) TRAIL. (F)
MIX. Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja publicados.
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A figura 48 mostra os niveis das citocinas IL-6, IL-8 e TNF secretadas no sobrenadante
do cultivo de células RT4 em periodos de 24 e 48 horas de exposicdo a IL-2, TRAIL e MIX. A
IL-6 apresentou maiores niveis nos 3 grupos tratados em ambos os horarios (figuras 48.A e
48.B) sendo que no grupo IL-2 esse aumento foi maior e com diferenca significativa. A IL-8
também teve niveis mais elevados nos 3 grupos tratados, sendo maior no MIX em 24 horas
(figura 48.C) e MIX e IL-2 em 48 horas (figura 45.D). J4 o TNF (figuras 48.E e 48.F) apresentou

valores maiores também nos 3 grupos, mas com maior diferenca significativa em 24 horas.

Figura 48 — Niveis de IL-6, IL-8 e TNF secretados por célula RT4
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Dados quantitativos. N=10. (A,B) Niveis de IL-6 em pg/mL no sobrenadante do cultivo celular ap6s 24 e 48 horas
de tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. (C,D) Niveis de IL-8 em pg/mL no sobrenadante do cultivo celular apds
24 e 48 horas de tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. (E,F) Niveis de TNF em pg/mL no sobrenadante do cultivo
celular ap6s 24 e 48 horas de tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. (*) vs C-: * p<0,05; ** P<0,01; *** p<0,001.
(°) ° p<0,05; *° p<0,01; °*° p<0,001. (+) vs SL3261: + p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001. Os dados foram
apresentados com média e desvio padrdo (A) e coma a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3]
(B, C, D, E, F). Fonte: autora.

A figura 49 representa a analise de emissdo de fluorescéncia para medi¢ao de Caspase
3 em células RT4 apds tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. Em 24 horas (Figura 49.A) houve
aumento na emissdo de fluorescéncia nos grupos tratados com IL-2, TRAIL e MIX, sendo
significativo somente em TRAIL e MIX. Em 48 horas (Figura 49.B) houve ligeiro aumento da
fluorescéncia nos grupos IL-2, TRAIL e MIX.
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Figura 49 — Emissao de fluorescéncia e dosagem de niveis de Caspase 3 em células RT4
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Dados quantitativos. N=8. (A) Niveis de Caspase 3 apds 24 horas te tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. (B).
Niveis de Caspase 3 apds 24 horas te tratamento com IL-2, TRAIL e MIX. (*) vs C-: * p<0,05; ** p<0,01. Os
resultados foram apresentados como a média e desvio padréo.

Os graficos dot plot e histograma obtidos por citometria de fluxo dos grupos C-, LB,
SL3261, IL-2, TRAIL e MIX em cultura de células RT4, em 24 e 48 horas, sao apresentados
nas figuras 50.A e 50.B. Os dados apresentados sdo representativos, apresentando uma unica
leitura de cada grupo, uma vez que o numero da amostra ¢ 8. As figuras 50.C e 50.D sdo
representativas de histogramas que mostram os picos de emissao de fluorescéncia dos
marcadores PE e 7AAD, de acordo com cada grupo analisado nas 24 horas e nas 48 horas de
exposicdo. Em ambos os intervalos de tempo, os picos de emissdao dos grupos IL-2, TRAIL e

MIX sao maiores do que os picos dos grupos C-, LB e SL3261.
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Figura 50 - Analise representativa da apoptose inicial e tardia por citometria de fluxo em células RT4
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Dados representativos, analise qualitativa. (A, B) Os graficos dot plot obtidos por meio de citometria de fluxo. (A)
24 horas de exposigdo. (B) 48 horas de exposigdo. (C, D). O grafico do histograma representa cada pico de emissao
de fluorescéncia. (C) 24 horas de exposicdo. (D) 48 horas de exposig@o. Fonte: autora.

A andlise celular quantificada em % por meio de citometria de fluxo de células RT4 nos
intervalos de 24 e 48 horas apos o tratamento com IL-2, TRAIL e MIX de proteinas estdo
representados na figura 51. Os dados apresentados foram compensados usando controles com
células MB49 mortas por calor marcadas com PE e 7AAD separadamente, e com o controle de
c¢lulas MB49 vivas, duplamente marcadas concomitantemente. As figuras 51.A, 51.B, 51.E e
51.F indicam que houve um aumento significativo na % de células apoptdticas iniciais e tardias.
Em 24 horas, nos grupos SL3261, IL-2, TRAIL e MIX, houve aumento das células apoptoticas
tardias quando comparadas ao grupo C-. Nos grupos LB, SL.3262 ¢ TRAIL houve um aumento
significativo de células apoptoticas iniciais quando comparado ao grupo C-. Em 48 horas, ao
comparar o grupo C- com os outros grupos, todos apresentaram um aumento significativo na
% de células apoptdticas tardias, sendo os grupos TRAIL e MIX obtidos um aumento
significativo de % de células apoptoticas iniciais. Em 51.C e 51.D, a comparag¢do entre células
apoptoticas iniciais e tardias em 24 e 48 horas, usando o nimero médio de células, ¢
representada pelo grafico de heat map. Este grafico permite entender qual grupo apresentou
mais células apoptdticas iniciais ou tardias de acordo com a cor (azul representa 0 minimo e

amarelo representa o maximo valores atingidos).
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Figura 51 - Apoptose inicial e tardia em células RT4 por citometria de fluxo
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Analise quantitativa de dados. N=11. Analise celular quantificada em % de células apoptdticas iniciais e tardias
em comparagdo com os valores quantificados no grupo C-: (A,B) 24 horas e (E,F): 48 horas. O fundo cinza
representa uma diferenca significativa. (C,D) Comparagdo entre o nimero médio de células e correlagdo entre
apoptose inicial e tardia, em 24 e 48 horas respectivamente. Azul representa baixa % da expressao de apoptose ¢
amarelo representa alta % da expressdo de apoptose. (*) vs C-; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p
<0,0001. Os resultados foram apresentados com média e desvio padrao (A,E) e como a mediana com os quartis
superior ¢ inferior: Me [Q1; Q3] B,F). Fonte: Adaptado de (DE LIMA FRAGELLI et al., 2021). Dados ja
publicados.

4.4 Ensaio in vivo com camundongos da linhagem C57BL/6

Os dados obtidos nessa sessdo geraram artigo cientifico (Anexo 4). As curvas de
calibracdo entre D.O. e tempo dos cultivos celulares para estabelecer o crescimento das 3
linhagens sdo mostrados na figura 52. Para os experimentos in vivo foram realizados cultivos
de 4 horas, quando a quantidade de unidades formadoras de coldnia ¢ de cerca de 2x10° por
mililitro de cultivo (UFC/mL). Nas condicdes estudadas, as células apresentaram uma fase lag

de média duracdo e cresceram exponencialmente até atingirem DOgoonm de aproximadamente

1.
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Figura 52 — Curvas de crescimento das linhagens SL3261, SL3261 IL-2 e SL3161 TRAIL
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Analise qualitativa de dados. N=2. Densidade optica de cada linhagem a cada intervalo de tempo. (A) Curva de
crescimento da linhagem SL3261. (B) Curva de crescimento da linhagem SL3261 IL-2. (C) Curva de crescimento
da linhagem SL3261 TRAIL. Fonte: autora.

A figura 53.A mostra a taxa de implantacdo tumoral que foi de 100% em todos os
grupos. A figura 53.B mostra a taxa de sobrevida (%) dos animais. Nota-se que animais
morreram primeiramente nos grupos tratados com SL3261 TRAIL e SL3261 MIX, seguido
por morte em SL3261 IL-2, C+ e nenhuma morte no C- e SL3261, evidenciado pela

sobreposicdo das curvas.

Figura 53 — Implantag@o tumoral e sobrevida dos animais C57BL/6
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A implantagdo tumoral foi de 100%. Ocorreu morte de animais somente nos grupos tratados com SL3261 IL-2,
SL3261 TRAIL e SL3261 MIX.Analise quantitativa dos dados. (A) Taxa de implantacdo tumoral. (B) Taxa de
sobrevida. Fonte: autora.

A figura 54 mostra o peso das bexigas do animais C57BL/6. Em 54.A estdo os dados de
todos os animais mostrando que houve implantagdo do tumor ao comparar com o grupo C- e
que os tratamentos com as 3 linhagens bacterianas sao eficazes na reducao do tumor. A figura

54.B ¢ uma imagem como fotografias de bexigas de todos os grupos. As bexigas dos animais
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tratados com SL3261 IL-2, SL3261 TRAIL e SL3261 MIX apresentaram, além de menor
peso, um aspecto melhor com tamanho reduzido e coloragdo semelhante ao C-. O grupo MIX
apresentou a maior regressao tumoral, em que as bexigas apresentaram tamanho igual ou

inferior ao grupo C-.

Figura 54 — Peso das bexigas de camundongos C57BL/6
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Analise quantitativa dos dados. N=9-11.(A) Peso em gramas das bexigas dos animais dos grupos C-, C+ ¢
tratamento com SL3261, SL3261 IL-2, SL3261 TRAIL e SL3261 MIX. (B) Fotografia da bexiga de um animal
por grupo. (*) vs C-: * p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001. (°) vs C+: ° p<0,05; °° p<0,01; °°° p<0,001; °°°°
p<0,0001. Os resultados foram apresentados como a média e desvio padrdo. Fonte: autora.

A figura 55 representa a acumulacao das 3 linhagens no microambiente tumoral
analisada por meio da contagem de unidades formadoras de colonias no tumor, bago e figado
dos animais (figura 55.A). Fotografia das placas de cultivo oriundas da maceragdo dos 6rgaos

em 2 diluigdes, 100 e 200 vezes. Observa-se que a acumulacdo de S. Typhimurium ¢

preferencial no tumor (bexiga) do que nos 6rgaos naturalmente colonizados (figado e baco).

Figura 55 — Biodistribuicdo das linhagens bacterianas na bexiga, figado e bago de camundongos C57BL/6
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Analise quantitativa dos dados. N=12. (A) Biodistribui¢do das 3 linhagens bacterianas no ambiente tumoral. (B)
Fotografia das placas de cultivo mostrando a quantidade de coldnias. (*) vs Bexiga: * p<0,05; *** p<0,001. Os
resultados foram apresentados como a mediana com os quartis superior ¢ inferior: Me [Q1; Q3]. Fonte: autora.
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A figura 56 mostra o perfil celular no plasma e sangue dos animais. Em 56.A ha a
contagem global de células no plasma. Nota-se que os animais saudaveis, grupo C-, apresentam
maior numero de células. Ja os animais com cancer e sem tratamento, grupo C+, o numero de
células ¢ acentuadamente menor quando comparado ao grupo C-. Os demais grupos tratados
também apresentam niimero de células menor que o C-, mas maior que o C+. Na figura 56.B
estdo a quantidade de leucocitos mononucleados (linfécitos, mastdcitos, mondcitos e basofilos)
no sangue. O numero de células ¢ maior em C-, menor em C+ e intermediario nos grupos
tratados. Em 56.C h& o nimero de neutrdfilos no sangue. Nos grupos tratados com SL3261,
SL3261 IL-2 e SL3261 MIX hé4 aumento no numero de neutr6filos, o que ndo ¢ observado
com grupo tratado com SL3261 TRAIL. Ja em 56.D h4 o nimero de eosin6filos no sangue ¢

expressivamente maior no C+ e ligeiramente presente em SL3261 1L-2 e SL3261 TRAIL.

Figura 56 — Perfil celular no plasma e sangue dos animais C57BL/6
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Analise quantitativa dos dados. N= 9-12. (A) Leucocitos totais no plasma. (B) Leucocitos mononucleados no
sangue. (C) Neutrofilos no sangue. (D) Eosinofilos no sangue. (*) vs C-: *** p<0,001. (°) vs LB: °° p<0,01. (+) vs
SL3261+++ p<0,001. Os resultados foram apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me
[Q1; Q3]. Fonte: autora.
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A figura 57 mostra o perfil celular no LCP dos animais. Em 57.A ha a contagem global
de células no LCP. Nota-se que os animais saudaveis, grupo C-, apresentam menor nimero de
células quando comparado aos animais com cancer e sem tratamento, grupo C+, o nimero de
células ¢ acentuadamente menor quando comparado ao grupo C-, assim como os demais grupos
tratados. Na figura 57.B estdo a quantidade de leucocitos mononucleados no LCP. O niimero
de células ¢ menor em C-, maior em C+, intermedidrio nos grupos tratados com
SL3261 TRAIL e SLL.3261 MIX e menor nos tratados com SL3261 e SL.3261 IL-2. Em 57.C
ha o nimero de neutrofilos no LCP. Nos grupos tratados com SL3261, IL-2 e SL3261 TRAIL

ha aumento no nimero de neutrofilos. Ja em 57.D ha o nimero de eosinofilos no sangue ¢

expressivamente maior nos controles.

Figura 57 — Perfil celular no LCP dos animais C57BL/6
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A figura 58 mostra a dosagem de citocinas TNF, IL-12 e IFN-y no plasma e no LCP dos
animais C57BL/6. Em 58.A e 58.B estdo os niveis de TNF no plasma e no LCP. Observa-se
que hd um aumento ligeiro no grupo tratado com SL3261 TRAIL no plasma e no C+ no LCP
e diminuicao significativa nos grupos tratados no LCP. Nas figuras 58.C e 58.D estdo os niveis
de IL-12 no plasma e no LCP. No plasma h4 uma ligeira diminui¢do na concentragdo no grupo
C+. No LCP essa diminui¢ao ocorreu em SL3261 IL-2. Em E e F ha a dosagem de IFN-y no
plasma e no LCP. No plasma ha aumento significativo nos grupos tratados com

SL3261 TRAIL e MIX. J4 no LCP houve aumento somente no grupo C-.

Figura 58 — Dosagem dos niveis das citocinas TNF, IL-12 e IFN-y no plasma e no LCP dos animais C57BL/6
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Um esquema reduzido e representativo da agdo das proteinas IL-2 e TRAIL nas células
MB49 e RT4 ¢ mostrado na figura 59. A proteina TRAIL encontra seu receptor TRAIL-R na
superficie da célula MB49 e da RT4, que gera um sinal para a célula sintetizar mais moléculas
de TRAIL. Como consequéncia dessa amplificacdo do sinal, as proteinas das Caspases sdao
ativadas. A IL-2 também encontra seu receptor, o IL-2R, na superficie das células. Uma vez

que isso acontece, ocorre a ativagdo da enzima iNOS, o que leva a produgdo de NO.
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Consequentemente, ocorre diminui¢ao da respiragdo celular, fragmentacdo do DNA, aumento
da transcri¢do do gene p53. Os dois processos levam as células ao processo de apoptose,
causando também danos a membrana celular, nas mitocondrias e nos lisossomos e sintese de

proteinas inflamatdrias. Nos animais ocorre redu¢ao do tamanho do tumor e estimulacao do

sistema imunologico para tentar combater a progressao da doenga.

Figura 59 - Mecanismos desencadeados pela acdo das proteinas IL-2 e TRAIL in vitro e in vivo
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MB49 e RT4

4. DISCUSSAO

Este estudo foi elaborado para identificar os efeitos antitumorais de IL-2, TRAIL e o
MIX das proteinas expressas e secretadas pela linhagem SL3261 de S. Typhimurium atenuada.
O impacto nas vias de apoptose e estresse oxidativo contra células tumorais de bexiga murina
MB49 e humana RT4 nos intervalos de exposicao de 24 e 48 horas foi analisado, além do efeito
antitumoral em camundongos fémea C57BL/6. o objetivo de explorar e desvendar as melhores
intervengdes no cancer de bexiga, a linhagem celular MB49 tem sido amplamente utilizada,
uma vez que foi desenvolvida a partir de um tumor induzido com o composto 7,12-dimetilbenz
(a) antraceno (DMBA) no epitélio da bexiga de camundongos C57BL/6 machos. O modelo de
indugdo utilizando a linhagem celular MB49 para estudos de carcinoma de bexiga ¢ considerado
o mais semelhante ao cancer humano, devido aos marcadores de superficie celular, perfil
imunologico e sensibilidade a apoptose (LOSKOG et al., 2005). A célula RT4, cancer de bexiga

humano, ¢ indicada para pesquisa imuno-oncoldgica. E de origem epitelial e foi isolada, na
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década de 1980, do tecido da bexiga urinaria de um paciente do sexo masculino de 63 anos,
branco, com papiloma de células de transicdo (ATCC, 2022). O microambiente tumoral
consiste em células malignas e ndo malignas em que as células cancerosas agregam células
saudaveis para ajuda-las a proliferar. E cada vez mais claro que a interagio de compartimentos
celulares afeta a progressdo do cancer e a resposta a terapia. Portanto, os modelos pré-clinicos
atuais, como os testes em linhagens celulares humanas, incorporam esses compartimentos e
permitem a investigacao de contribui¢cdes dependentes do tipo de célula especifica para a
progressao do cancer (TRAN et al., 2021).

A cepa S. Typhimurium, SL3261, utilizada neste estudo apresenta atenuacdo do gene
aroA que leva ao bloqueio de via de sintese de moléculas aromaticas e prejudica a reprodugao.
Interferir em qualquer etapa dessa via torna a bactéria auxotrofica a dois componentes nao
disponiveis no tecido de vertebrados, impactando em sua patogenicidade (FELGNER et al.,
2016; OXER et al., 1991; RUBY et al., 2012), o que faz com que essa atenuagdo seja segura.
A linhagem SL3261 ja ¢ aplicada em diversos modelos tumorais (ARGORIO et al., 2007,
JIANXIN et al., 2013; LIN et al., 2012; SALTZMAN et al., 2018; ZHU et al., 2010), assim
como IL-2 e TRAIL (AL-RAMADI et al., 2008; GANAI et al., 2009). Mas a acao conjunta das
duas proteinas nao ¢ conhecida. O trabalho de Camillo (2019) mostra através dos ensaios
ELISA, Western blot e eletroforese a construgdo das linhagens e a expressao de IL-2 e TRAIL.
O promotor utilizado, o nirB, é considerado eficaz quando aplicado em vetores vivos, pois €
induzido em condi¢des de anaerobiose e sua aplicacdo ¢ demonstrada em bactérias anaerobias
facultativas, além de ser estavel e esta sendo estudado no tratamento antitumoral por
Salmonella e gera indugdo da secrecdo de inimeros imundgenos no sorovar Typhimurium em
anaerobiose ou em células eucaridticas (CHEN et al., 2012, HUANG; HAJISHENGALLIS;
MICHALEK, 2000).

Os dados obtidos neste estudo mostram que houve maiores valores de emissao de
fluorescéncia e deteccdo de anticorpos ao analisar o sobrenadante do cultivo bacteriano pelas 2
linhagens, SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL, confirmando a expressdo heter6loga das proteinas
IL-2 e TRAIL, além de confirmar sua secrecao no meio. Em pesquisas com modelo tumoral,
tanto com IL-2 (BARNETT et al., 2005)quanto com TRAIL essa abordagem ¢ corriqueira
(BARNETT et al., 2005)KIM et al., 2012). A proteina EmGFP e seus derivados (YFP) ndo
causam danos bioldgicos aparentes e ndo exigem cofatores e/ou substratos (ZHAO et al., 2004).
A construcao que utiliza marcadores fluorescentes € vantajosa porque facilita o processo de

aquisicdo de imagens de modo ndo invasivo, pois nao ha a necessidade de eutanasiar o animal
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e o uso de microscopia e citometria ¢ aplicado(CRONIN et al., 2012). Outro fator importante ¢
que IL-2 e TRAIL usados no presente estudo sdo murinos e apresentam homologia com as
proteinas humanas, com reatividade cruzada e geram, de maneira eficiente, a proliferacao
celular (MOSMANN; COFFMAN, 1987), mostrando que a abordagem escolhida ¢ segura e
apresenta citotoxicidade importante.

A acdo da IL-2 in vitro inicia-se quando a proteina encontra seu receptor na membrana
(IL-2R) das células (MURAKAMI, 2004), o qual estd presente em células tumorais
(POLLOCK et al., 1995). Essa ligagdo, IL-2 e receptor, gera um sinal de ativacao da enzima
oxido nitrico sintase (iNOS - isorforma induzivel) que catalisa a sintese de NO a partir do
aminoacido L-arginina (LALSIAMTHARA et al., 2018). O NO ¢ uma molécula altamente
reativa, pois ¢ um radical livre com um elétron ndo emparelhado (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). Como consequéncia da agao do NO, ha suprimento da respiragao
celular e da sintese de DNA, fragmentacdao de DNA, modulagao pré-apoptotica, via de ativagao
de proteases da familia das caspases, elevacdo de expressao do gene p53, relacionada ao ciclo
celular e supressdao tumoral (MAY; MAY, 2000) e alteragdo nos processos associados a
apoptose (SHEETAL KORDE CHOUDHARI et al., 2013).

Ja o TRAIL induz morte celular por apoptose e ocorre quando este encontra seu receptor
(TRAIL-R1 ou TRAIL-R2) na membrana da célula que, mediadas por receptores de TNF,
ativam cascatas de transducao de sinal apoptdtico pela ativacio de caspases. Essa ¢ a ativacao
extrinseca da apoptose (JOHNSTONE; FREW; SMYTH, 2008; MACFARLANE, 2003). A via
intrinseca da apoptose ¢ ativada pela sinalizagdo intracelular das mitocondrias. As mitocondrias
sao reguladas por proteinas da familia BCL-2 pré-apoptdticas e antiapoptdticas e desempenham
papéis importantes na quimioterapia e na morte celular induzida por radiacdo (JOHNSTONE;
FREW; SMYTH, 2008).

Ao analisar a viabilidade celular gerada por um efeito citotoxico via ensaio de MTT de
IL-2, TRAIL e o MIX de proteinas em contato com a célula MB49 notou-se que esse efeito
ocorreu nos periodos de 24 e 48 horas e com diferenca entre os grupos tratados e os grupos
controle. As células RT4 também sofreram perda da viabilidade celular demonstradas pelos
ensaios com MTT e com o VN. O tempo de exposicao de 72 horas foi descartado para as demais
analises pois, por se tratar de células tumorais, estas apresentam crescimento acelerado e nesse
intervalo de tempo as células encontram-se debilitadas, ja que o tamanho do poco ndo permite
que se desenvolvam mais e o meio de cultivo € insuficiente. Essa perda da viabilidade celular

também foi corroborada pelas imagens de morfologia celular em ambos os tipos celulares.
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Existem diversos estudos com células tumorais que demonstraram a agao citotoxica da terapia
proposta com TRAIL utilizando a técnica MTT, incluindo um estudo com 3 cepas de cancer de
bexiga humana (CAO et al., 2010; QIU et al., 2013; RASHEDUZZAMAN; JEONG; PARK,
2018; XU et al., 2018). Estudos demostraram que a IL-2 tem a capacidade de diminuir a
viabilidade celular em células SKOV3 (cancer de ovario humano) e HepG2 (cancer de figado
humano) (DING; SUN; CHEN, 2018; LIU et al., 2016) pelo método MTT. Ja o TRAIL também
apresentou perda da viabilidade celular em diferentes células de cancer hepaticas (ep3b, PLC,
HepG2, HCT116-Bax/ e HCT116-Bax/) também pela técnica com MTT (KOSCHNY et al.,
2007). Estudos também sugerem que varios recombinantes de IL-2 humana podem aumentar a
atividade antitumoral (JU et al., 1987; LIU et al., 2010; ROSENBERG, 2007; SHANAFELT et
al., 2000). A mesma perda de viabilidade celular também foi observada com o método
utilizando o corante VN em células RT4 . Também pelo ensaio com VN, um estudou demostrou
que TRAIL diminuiu a viabilidade celular em linhagens celulares tumorais de pulmao (L-132)
(MEHDI et al., 2019).

A autofagia ¢ um processo natural em que ocorre renovacao do conteudo citoplasmatico
das células (YANG; KLIONSKY, 2010) e pode ser ativada por estresse causado pelo ambiente,
como a fome, infec¢des ou pela propria célula, como toxinas, quimioterapia e estimulo do
sistema imunologico (YANG; KLIONSKY, 2010). Dependendo desse estimulo, a autofagia
pode matar a célula ou levar a sobrevivéncia da mesma, tanto em células saudaveis quanto
tumorais (SHARMA; ALMASAN, 2018). Além disso, ha uma forte correlagdo entre autofagia
e apoptose, uma vez que seus mecanismos de ativacdo estdo associados (SHARMA;
ALMASAN, 2018). As proteinas IL-2, TRAIL e MIX testados nesse estudo em células RT4
geraram autofagia , como resposta a ac¢do citotoxica das proteinas. O TRAIL ¢ um ativador de
autofagia, como relatado em diversos estudos e tem efeito cruzado entre autofagia e apoptose
(SHARMA; ALMASAN, 2018), o que corrobora os dados obtidos no presente estudo. Estudos
demonstraram que a IL-2 promove autofagia em células tumorais de camundongos, linhagem
MC38 de carcinoma colorretal, e Panc-2 de adenocarcinoma associadas a cloroquina,
promovendo morte celular dos tumores e sobrevida dos animais (LIANG et al., 2012).

Ao dosar os niveis de NO ¢ possivel mensurar parcialmente os efeitos da IL-2 in vitro,
ja& que essa molécula tem caracteristica antitumorais e antiangiogénicas (HOLZER, 1997). Do
aminodcido L-arginina ¢ sintetizado o NO via enzima iNOS. A produgdo excessiva e
descontrolada de NO resulta em danos permanentes a c€lula, pois trata-se de uma molécula

com alto poder reativo (LALSIAMTHARA et al., 2018). No caso da terapia com TRAIL nas
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c¢lulas analisadas, foi observada a sintese de NO, o que pode ter causado a morte celular por
apoptose. A alta producao de NO nos grupos tratados com IL-2 e MIX tanto em MB49 quanto
em RT4 observadas no presente estudo, pode ocorrer devido a presenca de IL-2R (receptor de
IL-2) em células tumorais (MURAKAMI, 2004) e a ligagdo com IL-2 recombinante levou a
ativagcdo de iNOS, tipicamente presente neste tipo de célula (POLLOCK et al., 1995). A
ativacao pode ser decorrente também da resposta a estimulos como trauma, radiacdo, infec¢ao,
0z6nio e processo inflamatorio (FORSTERMANN et al., 1995).

Como todos esses processos citados até agora dependem de sinalizagao, foi investigado
a sintese de citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8 e TNF na linhagem celular RT4. A 1L-6 ¢
uma citocina inflamatdria potente sintetizada por linfocitos T e macrofagos e atua no combate
a infecgdes bacterianas e a traumas, como queimaduras (VAN DER POLL et al., 1997). Tem
efeito na diferenciacao de linfocitos, proliferacdo e sobrevivéncia celular, além de potencializar
sinais apoptoticos (KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO, 2003; SMITH; KELLER, 2001). No
cancer essa proteina esta presente em altos niveis, como nos casos de cancer de mama
(KOZLOWSKI et al., 2003) e de prostata (VAN DER POLL et al., 1997). Os dados obtidos
nesse estudo mostram que as células tratados com IL-2, TRAIL e MIX apresentaram maior
secrecdo de IL-6 quando comparado aos demais grupos, o que sugere que os tratamentos podem
estar relacionados a ativagdo do processo de apoptose. Ja a IL-8 ¢ produzia por linfocitos T,
células dendriticas e macrofagos em resposta a infecgdes intracelulares e quimiotaxia para
ativacdo de neutrofilos (BICKEL, 1993; ZHANG; CHEN, 2010). A IL-8 ¢ um promissor
biomarcador para o cancer e vem sendo estudada para o diagnostico da doenga (SHAHZAD et
al., 2010). No cancer, a IL-8 ¢ secretada pelas células tumorais e por outras células presentes
no microambiente tumoral como macréfagos, neutrdfilos e linfocitos e € responsavel pela
angiogénese tumoral e metastase (HARADA et al., 1994; KOCH et al., 1992; WAUGH;
WILSON, 2008). Nos dados obtidos nesse estudo houve aumento de niveis IL-8 somente em
24 horas no tratamento com MIX, o que sugere que a angiogénese foi controlada por IL-2 e
TRAIL. O TNF ¢ uma citocina também inflamatdria responsavel por combater tumores via
necrose, sintetizada principalmente por macrofagos (WAJANT; PFIZENMAIER;
SCHEURICH, 2003). Dependendo do estado da célula, pode induzir varios efeitos como
apoptose, necrose, angiogénese, ativacao de células imunes, diferenciacdo e migragao celular.
Esses processos sdo muito importantes no monitoramento imunoldgico do tumor e também
desempenham um papel importante no desenvolvimento e progressdao do tumor. Portanto, ndo

¢ surpreendente que o TNF tenha um efeito pro-canceroso e anticancerigeno dependente do
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contexto (WAJANT, 2009). Nos dados obtidos no presente estudo houve aumento de TNF nos
grupos tratados com IL-2, TRAIL e MIX, mostrando que no modelo de estudo o TNF pode
contribuir nos processos envolvidos com morte celular.

De acordo com PENG et al., 2016, foi demonstrada a capacidade de trés tipos de cancer
de bexiga murino (MB49) e humano (T24 e UMUCS3) de se recuperar e formar colonias pelo
ensaio clonogénico. Os dados do presente estudo mostraram que ambas as células, MB49 e
RT4, apresentaram menor nimero de formagao de colonias, ou seja, menor recuperagao em 24
e 48 horas quando tratadas com as proteinas IL-2, TRAIL e MIX. Como os tratamentos levam
a formacao de células apoptoticas, estas perdem a capacidade de respiracdo celular e apresentam
perda e fragmentagdio do DNA (SHEETAL KORDE CHOUDHARI et al., 2013),
comprometendo sua recuperagao.

Os niveis de secrecdo de LDH detectados nos grupos tratados com TRAIL e MIX
indicaram que TRAIL induziu apoptose de forma significativa na linhagem MB49. Esses
resultados também foram observados em células de cancer de pulmao (linhagens A549, HCC-
15), nas quais houve maior liberagdo de LDH nos grupos tratados com TRAIL, mostrando que
houve inducao de apoptose por esta proteina (ZINNAH; PARK, 2019). O mesmo padrao foi
demonstrado em outro estudo com 2 isoformas de TRAIL no tratamento contra 3 cepas de
cancer de bexiga humana (SZLISZKA et al., 2009).

As imagens obtidas por fluorescéncia e os dados de citometria de fluxo mostram que
IL-2, TRAIL e MIX das proteinas levaram as células MB49 e RT4 a processos de morte celular
por apoptose, tanto em 24 quanto em 48 horas. Dentre os marcadores nucleares e corantes
fluorescentes comumente utilizados nos ensaios de verificagdo e quantificagcao da apoptose por
citometria de fluxo, destacam-se: iodeto de propidio, brometo de etidio, homodimero de etidio,
7 - aminoactinomicina D (7-AAD) e acridina (GATTI et al., 1998; LECOEUR; GOUGEON,
1996). Um estudo com células cancerosas gastricas (cepas MGC803 e SGC7901) demonstrou
por citometria de fluxo, utilizando o marcador PE Annexina V, que TRAIL induziu morte
celular por apoptose em 48 horas de experimento (SZLISZKA et al., 2009). O mesmo foi
demonstrado em células de cancer de prostata (SZLISZKA; KROL, 2011).

Os dados obtidos nesse estudo mostram que as células RT4 quando expostas a [L-2, ao
TRAIL e ao MIX sofrem morte celular por apoptose através da ativagdo de Caspase. As
Caspases sdo enzimas de cisteina-aspartato cuja ativacdo sequencial leva a morte celular
programada (DANIAL; KORSMEYER, 2004). Os mesmos resultados foram encontrados em
um estudo com TRAIL e células de cancer de prostata (SZLISZKA; KROL, 2011).
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Em células cancerosas, TRAIL gera apoptose, mas quando a indu¢do da apoptose falha
ou ¢ ativamente inibida, as células sdo representadas pela capacidade dos receptores TRAIL
humanos e de camundongos em induzir necrose, independentemente de sua capacidade
apoptotica, podendo substituir esse processo. Entdo, a necrose gerada por TRAIL configura
uma nova abordagem, ainda ndo explorada, (VOIGT et al., 2014). Efeitos citotoxicos em células
tumorais necrdticas por IL-2, TRAIL e MIX de proteina podem levar a uma terapia mais
eficiente do cancer. E digno de nota que a resposta antitumoral induzida por Salmonella junto
com a acao de IL-2 se correlacionou com aumento de necrose € diminui¢ao de angiogénese.
Entdo, infere-se que a IL-2, assim como o TRAIL, ativa processo necrotico em células tumorais,
o que foi demonstrado em nosso estudo, ja que a terapia proposta com ambas as proteinas
resultou em apoptose tardia e houve coloragdo de nucleo celular em vermelho por imagens de
epifluorescéncia de alta resolucdo. Assim, esses achados podem ser correlacionados com as
vias analisadas, como fun¢do mitocondrial, sintese de NO e dano a membrana celular,
mostrando que IL-2, TRAIL e MIX de proteinas, sintetizadas por SL3261, levam a apoptose de
células tumorais de bexiga.

Um trabalho realizado previamente no nosso grupo de pesquisa verificou a seguranca
do uso da SL.3261 em animais da linhagem Balb/c. No estudo foi aplicado 5x10° UFC/mL de
SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL. Foi dosado os niveis de IL-12 e de TNF no plasma dos
animais e o numero de leucocitos totais similares aos nossos encontrados. Apds um dia da
inoculagdo os niveis da citocina inflamatoria IL-2 aumentaram devido a resposta imunolédgica
natural do hospedeiro aos LPS presente na SL3261. Contudo, no 7° dia, esses valores
diminuiram. Além do mais os niveis de TNF ndo aumentaram em nenhum momento. Com base
nesses achados comprovou-se que os animais nao sofreram sepse (CAMILLO, 2019). Isso ¢
explicado pelo fato de que SLL3261 nao se acumula nos tecidos saudaveis(YOON et al., 2017)
mostrando que o uso terapéutico de SL.3261 ¢ seguro. Os dados no presente estudo corroboram
esse achados ja que os niveis dosados de TNF e IL-12 no plasma de animais C57BL/6 tratados
com SL3261, SL3261 IL-2, SL3261 TRAIL e SL3261 MIX nao foram altos.

Foi observado no presente estudo que houve diminuicao significativa no tamanho das
bexigas dos animais tratados com SL3261, SL3261 IL-2,SL3261 TRAIL e SL3261 MIX. No
trabalho de Camillo et al, 2019, foi utilizada as mesmas linhagens bacterianas em
camundongos Balb/c Nude com cancer colorretal humano, linhagem HCTS8, que mostrou a
mesma diminui¢do acentuada no tumor localizado no flancos do animais tratados com

SL3261 TRAIL e SL3261 MIX (CAMILLO, 2019). Resultados semelhantes foram
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encontrados em testes utilizando a linhagem de S. Typhimurium A1-R na terapia de cancer de
mama também em Balb/c Nude (ZHAO et al, 2005). Um estudo com camundongos
imunodeficientes com diversos tipos de cancer, como carcinoma de mama, carcinoma de célon,
adenocarcinoma pancreatico, glioma e mieloma mostrou que a agdo do TRAIL foi eficaz
(JOHNSTONE; FREW; SMYTH, 2008). A molécula recombinante de TRAIL foi desenvolvida
para atingir diversos tipos de cancer, basta elas apresentarem o seu receptor, o TRAIL-R
(MERINO et al., 2007). Ele apresenta uma vantagem importante em relagdo ao TNF, que é
capacidade de eliminar células tumorais sem gerar os temidos efeitos colaterais devastadores
(VON KARSTEDT; MONTINARO; WALCZAK, 2017). Como ja discutido anteriormente, o
TRAIL induz apoptose e consequente ativacao de Caspases, mas também tem papel na apoptose
via proteinas p53, que ¢ um gene supressor de tumor (WU, 2009). Alteracdes no material
genético decorrentes de componentes da via TRAIL ativada foram identificadas em tumores
humanos, e a inativacao da via TRAIL e/ou fuga mediada por TRAIL da vigilancia imunologica
foram implicadas na iniciacdo e progressao do tumor. (JOHNSTONE; FREW; SMYTH, 2008).
Entdo, o TRAIL se mostra como um agente terapéutico para a terapia do cancer muito
promissor.

Neste mesmo trabalho de Camillo et al, 2019, alguns dos animais Balb/c Nude
morreram quando tratados com SL3261 TRAIL e SL3261 MIX (CAMILLO, 2019), o mesmo
foi observado no presente estudo, além da morte com SL3261 IL-2 . Isso pode ser explicado
devido ao fato de que as proteinas IL-2 e TRAIL geraram alto poder inflamatorio na dose de
5x107 UFC/mL. Contudo, ndo houve mortes com o tratamento com SL3261. Portanto, a IL-2 e
a TRAIL geraram uma forte reacdo inflamatéria tecidual que evoluiu para uma resposta
sistémica e que essa dose nao ¢ segura, mesmo havendo diminui¢do acentuada do tumor. Como
analisado em estudo em Balb/c com uma dose 5 vezes maior que essa, a acumulagdo
preferencial de SL3261 no tecido tumoral e ndo em tecidos saudaveis (YOON et al., 2017) nao
¢ capaz de ativar essa inflamacdo sistémica exacerbada, uma vez que ndo houve morte dos
animais e nem aumento significativo de citocinas inflamatérias como discutido no paragrafo
anterior (CAMILLO, 2019). Essa reagdo inflamatoria tecidual pode ser explicada devido a
sintese de NO pela ativagdo de iNOS pela IL-2 (SAKKOULA; PIPILI-SYNETOS;
MARAGOUDAKIS, 1997) o que contribuiu para as respostas inflamatorias e antitumorais
como ja mencionado anteriormente.

O presente estudo mostrou a colonizacao preferencial de Salmonella no tumor através

da biodistribuicao. A S. Typhimurium se replica de maneira preferencial em tumores, contudo
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uma quantidade menor de bactérias ¢ capaz de colonizar tecidos saudaveis podendo ser toxica
o que causa efeitos nocivos nesses tecidos (CHEN et al., 2012). A abordagem proposta com o
uso da SL3261 atenuada e com o promotor nirB, cuja expressao de IL-2 ¢ TRAIL ocorre
especificamente na regido de hipoxia do tumor, € segura e evita possiveis efeitos toxicos nos
tecidos saudédveis dos animais. Foi realizado estudo para identificar qual via de inoculagdo de
bactérias como vetores vivos, intravenosa e intratumoral, ¢ a mais eficiente. Os parametros
analisados foram seguranca, crescimento e disseminagao das bactérias e efeito propagativos
dos agentes terapéuticos em tumores primarios e secundarios, concluindo que a via intratumoral
¢ mais eficiente e segura (KOCIJANCIC et al., 2017). Por isso, a via intravesical foi utilizada
neste trabalho e houve a biodistribui¢ao esperada com o uso de SL3261.

A IL-2 ¢ produzida pelos linfécitos TCD4+ que estimulam o proprio TCD4+, que
associado a IL-15, produzida por células do organismo, estimulam o linfécito TCD8+. Os
linfocitos identificam antigenos cancerigenos especificos e desencadeiam uma resposta imune
especifica por diversos mecanismos (DE SOUZA SILVA etal., 2021). O linfocito TCD8+, por
exemplo, elimina a célula tumoral via secre¢ao de perforinas (forma direta) e pela sintese de
IFN-y (forma indireta) e, geralmente, ambos processos ocorrem concomitantemente
(CASWELL; SWANTON, 2017; LAW et al., 2010). Dados encontrados no presente estudo
mostram aumento nos niveis de IFN-y no plasma dos animais tratados com TRAIL e MIX. A
IL-2, além de estimular as células T, estimulam os linfécitos NK e aumentam as concentragdes
séricas de outras citocinas pro-inflamatérias como o TNF, o IFN-y e a IL-1 (BRUCE G.
REDMAN; ALFRED E. CHANG, 2011). O o6rgao que regulamenta a vigilancia sanitaria dos
Estados Unidos, o FDA (food and drug administration) aprovou a aplicacdo de altas doses de
IL-2 no tratamento de melanoma metastasico e de carcinoma renal baseado num estudo com
270 pacientes, em 8 estados dos EUA (ATKINS et al., 1999; ONCOLOGY, 2005). Portanto, a
IL-2 tem papel importante na regressao tumoral ativando diversos mecanismos antitumorais. O
tratamento com IL-2 contra carcinoma hepatocelular foi capaz de inibir metéstases num estudo
com camundongos Nude pois as células NK estavam vivas e ativas no figado (HONG et al.,
2016). O mesmo estudo também demonstrou in vitro que as NKs foram capazes de impedir que
as c€lulas tumorais proliferassem e invadisses células tumorais de figado com alta probabilidade
de metastase pulmonar, evitando assim esse processo. A diminui¢do do tamanho do tumor
grupo tratado com SL3261 MIX ocorreu pela agdo concomitante de IL-2 e TRAIL com efeito

antiangiogénica e citotoxico de IL-2 e apoptose via TRAIL diretamente nas células tumorais.
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A administragdo de terapias baseadas em uma combina¢do de TRAIL e IL-2 podem ser
altamente eficazes.

Além da agdo de IL-2 e de TRAIL, a propria bactéria Salmonella pode ter papel na
regressao tumoral. Um trabalho com S. Typhimurium recombinante que secreta flagelina
mostrou que esta foi capaz de gerar regressao tumoral mesmo tendo um grupo controle tratado
somente com flagelina, no qual ndo houve regressdao tumoral (ZHENG et al., 2017). Esses
achados constatam a eficiéncia de Salmonella no tratamento do cancer. A explicagdo para isso
¢ que o microambiente tumoral incorpora a bactéria e ocorre competi¢ao entre bactérias e
células tumorais por nutrientes, liberagdo de componentes oriundos das bactérias que sdo
antitumorais liberados pela lise bacteriana, diminui¢ao de angiogénese, autofagia e aumento de
moléculas apoptoticas. Salmonella também ¢ capaz de sintetizar IFN-y e NO, como ja discutido,
e reduzir a acdo de células supressoras oriundas de células mieloides do microambiente tumoral,
tendo como consequéncia o recrutamento de NK, macréfagos, neutrofilos, linfocitos T e B
(HERNANDEZ-LUNA; LURIA-PEREZ, 2018).

Altos de IFN-y dosados no plasma dos grupos tratados sdao explicados pela IL-2 que
ativa células NK. Ao serem ativadas por IL-2, as NKs recrutam outras células imunologicas
com consequente secre¢do de outras citocinas inflamatorias para a regido tumoral,
principalmente de IFN-y (GAFFEN; LIU, 2004). Um estudo comprovou que o IFN-y induziu
de maneira direta a apoptose mediada por TRAIL em células tumorais de célon HT29 e em
células Jurkat de leucemia. Esse fendmeno inicia-se o pela ligacao do IFN-y a uma proteina de
que ¢ estimulada por [FN-y, levando a indugdo de TRAIL e consequente apoptose (WU, 2009),
por isso os niveis dessa citocina estdo aumentados nos grupos tratados com SL3261 TRAIL e
SL3261 MIX . O IFN-y também ¢ responsavel pela regressao tumoral pois ativa macréfagos
e aumentar a imunidade celular (TORRES, 2018).

A contagem global de células, de leucocitos mononucleados e de neutréfilos no sangue
e no LCP, pode ser explicada pelo fato de que Salmonella é responsavel pelo recrutamento de
neutrofilos e macrofagos, tendo como consequéncia a eliminacdo de células tumorais
(HERNANDEZ-LUNA; LURIA-PEREZ, 2018). Depois de infiltrar no tumor, a as bactérias
geram infeccdo com alta infiltracdo de células imunes (principalmente neutréfilos e células
dendriticas), que se situam entre as areas vidveis e necroticas do tumor (SILVA-
VALENZUELA et al., 2016). No sangue, houve maior nimero de leucocitos mononucleados,
principalmente de linfécitos nos grupos tratados com SL3261, SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL

quando comparado ao grupo C+. Um trabalho recente utilizando a técnica CRISPR-Cas9
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identificou um subgrupo de linfécitos T capazes de reconhecer células tumorais e combaté-las.
O mecanismo ocorre pela identificagdo especifica de metabdlitos exclusivos, relacionados a
molécula MHC de classe 1, de células tumorais, € o TCR especifico. O tratamento com esses
linfécitos foi eficiente contra cancer de pulmdo, rim, utero, melanoma e leucemias
(CROWTHER et al., 2020).

Os neutrofilos infiltram o microambiente tumoral e a neutrofilia ¢ um dos piores
prognosticos da doenga (MAGOD et al., 2021). Um trabalho que buscou elucidar o
desenvolvimento de glioblastoma, um dos tipos de cancer no cérebro, utilizando modelos
animais mostrou que os neutrofilos estao localizados muito proximos ao tumor e que ao longo
do desenvolvimento da doenga, sdo constantemente recrutados da medula 6ssea. Nos estagios
iniciais da doenca, os neutrdfilos recrutados fizeram com que o crescimento do tumor
diminuisse. Contudo, com o avanco tumoral da medula 6ssea, neutrofilos com um fenétipo pro-
tumorigénico foram recrutados. Acredita-se que ha uma via de sinalizac¢do entre a medula dssea
e o tumor que pode influenciar na sintese de neutréfilos com um fendtipo que promove o
crescimento do tumor (MAGOD et al., 2021). No presente estudo o cancer estabelecido foi
agudo com somente 11 dias de desenvolvimento da doenga, portanto estava no estagio inicial.
No sangue os neutréfilos estavam com maior quantidade nos animais tratados com SL3261 e
no LCP nos grupos tratados com SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL, mostrando que os neutréfilos
tiveram fun¢do importante na regressao tumoral. Os eosin6filos podem ter papel no inicio da
resposta antitumoral (REALI et al., 2001) o que sugere que eosinofilia no inicio da doenga pode
ser benéfica. Um trabalho avaliou a eosinofilia no cancer e identificou menor incidéncia de
cancer colorretal com elevacdao da contagem de eosinodfilos (PRIZMENT et al., 2011). Nos
dados do presente estudo o nimero de eosindfilos foi bem maior no sangue no grupo C+ e nos
grupos tratados com SL3261 IL-2 e SL3261 TRAIL, o que mostra que os eosinofilos nao

apresentaram papel na modulagao tumoral no estagio estudado.

5. CONCLUSOES

Quando expostas a células tumorais de bexiga MB49 e RT4, as proteinas IL-2 e TRAIL
e o MIX sintetizadas e secretadas por S. Typhimurium atenuada apresentaram expressiva
citotoxicidade, que induziu apoptose e fragmentacdo de material genético. Nos ensaios com
camundongos, as duas proteinas geraram regressao tumoral expressiva e sintese de citocinas
importantes no processo de controle tumoral. IL-2 ¢ TRAIL t€m se mostraram promissoras para

o tratamento do cancer de bexiga, quando administradas juntas ou separadas. O TRAIL e o
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MIX de proteinas pareceram contribuir um pouco mais, uma vez que o efeito do TRAIL nas
vias de apoptose mostrou acdo maior do que a IL-2. Conclui-se que hé sinergismo das proteinas
e que o MIX apresenta maior potencial terapéutico. A abordagem utilizada neste estudo tem
potencial terapéutico, pois o uso de linhagens bacterianas atenuadas que expressam e secretam
proteinas-alvo ja estdo bem elucidadas, com estudos na fase clinica e comercial. A inovacao
proposta neste estudo consiste na utilizagdo das proteinas IL-2 ¢ TRAIL, individualmente ou
em combinagdo (MIX), expressas pela cepa SL3261 desenvolvida, que podem servir como

vetor bacteriano vivo para uma nova terapia contra o cancer de bexiga.
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Abstract

Background/Aims: Cancer is the second most deadly disease in the world. The bladder cancer
is one of the most aggressive types and shows a continuous increase in the number of cases.
The use of bacteria as lve vectors to deliver molecules directly to the tumor is a promising tool
and has been used as an adjuvant treatment against several types of cancer. The aim of this
study was to investigate the antitumor effect of Interleukin 2 (IL-2), TMF-related apoptosis-
induding ligand (TRAIL) and protein MIX against murine bladder cancer cells, lineage MBAD.
Methods: The attenuated Salmowells strain 513261 was transformed by inserting the IL-2
and TRAIL genes. The effects of proteins on cell viability (MTT method), cell morphology
{optical microscopy], cell recovery {clonogenic assay), cell membrane (lactate dehydrogenase
release - LDH), on oxidative stress pathway (levels of nitric oxide, NO) and apoptosis [flow
oytometry and high resolution epifluorescence images) were evaluated at intervals of 24 and
AB hours of action. Resulis: The results showed that there was a decrease in cefl viability via
damage to the cell membrane, alteration of cell morphology, non-recovery of cells, increase
in the production of MO and incubate for of cells in the state of apoptosis in the two periods
analyzed. Conclusion: The data presented suggest that IL-2, TRAIL and their MIX proteins
in MB49 cells have cytotoxic potential and that this is associzted with oxidative stress and
apoptosis pathways. These results may contribute to the development of new therapeutic
strategies for bladder cancer.
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7.3 Anexo 3: Artigo em processo de submissdo: Trabalho que contém os dados com a
linhagem cellular RT4 e com animais C57BL/6: Anti-tumor effect of IL-2 and TRAIL
expressed by recombinant Salmonella: an immunotherapeutic proposal against bladder cancer

by iNOS, Caspases activation and modulation of the immune system. Status.: under review.
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