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RESUMO

Pacientes com cancer apresentam maior predisposi¢céo a infecgdes bacterianas, o
que tem contribuido para o aumento da mortalidade e morbidade. Desta forma
modelos experimentais representativos da associacdo de tumores a infeccdes sao
essenciais para caracterizacdo dessas patologias, assim como para avaliacdo de
potenciais tratamentos farmacologicos. Nesse trabalho objetivamos padronizar um
modelo de tumor ascitico de Ehrlich (TAE) associado a infec¢@o sistémica por
Escherichia coli. Inicialmente avaliamos separadamente a evolucdo do TAE pela
cinética de crescimento tumoral (volume, peso, numeros de células TAE e
leucdcitos) e a infeccdo sistémica pela curva de sobrevida por E. coli em
camundongos Balb-C. A partir desses resultados foram definidas 1x10” células do
TAE e 3x10° UFC de E. coli para inducdo da co-infeccéo. Ao final de sete dias da
inoculacao do tumor os animais receberam E. coli para avaliagdo da sobrevida por 7
dias. Os demais animais que receberam o TAE associado a infeccdo apresentaram
diminuicdo na taxa de sobrevida comparada aos grupos controles (Salina e E. coli;
TAE e Salina; Salina e Salina). Posteriormente, animais com o TAE e infectados com
E. coli foram avaliados apos seis horas da infeccdo quanto a resposta inflamatoria
local, cinética de crescimento tumoral, nimero de bactérias no exsudato, sangue e
pulmdes, infiltracdo neutrofilica nos pulmbes e avaliacdo da permeabilidade
vascular. Foi possivel observar que os animais submetidos a co-inoculacdo de TAE
e E. coli ndo apresentaram diferencas na progressao do tumor. Entretanto observou-
se um aumento no numero de neutréfilos na cavidade peritoneal e nos pulmdes,
indicando uma exacerbacdo da resposta inflamatéria local e sistémica. Os
resultados demostraram que o TAE € capaz de aumentar a permeabilidade vascular,
gque €é exacerbada pela infeccdo com E. coli. Sugere-se que aumento de
permeabilidade em vasos do peritbnio possa favorecer o acesso de bactérias a
corrente sanguinea, desencadeando uma resposta inflamatéria sistémica, com
consequente infiltracdo bacteriana e neutrofilica nos pulmdes, o que poderia explicar
a diminuicdo da taxa de sobrevida em camundongos que foram inoculados com TAE
e E. coli. Nossos dados sugerem que o modelo proposto € capaz simular os eventos
fisiopatoldégicos que acometem pacientes com cancer em quadro de infeccéo
sistémica além de possibilitar estudos farmacol6gicos para elucidacdo de novas
drogas multifuncionais com atividade imunomoduladora, antibacteriana e com
atividade antitumoral. Também nos fornece um modelo para caracterizacdo dos
mecanismos envolvidos na unido o tumor e infeccdo, além da possibilidade de
analise de outas bactérias frente ao TAE para avaliagdo de mecanismos ou
farmacos especificos para diferentes tipos de bactérias.

Palavras chave: cancer, tumor de Ehrlich, infeccdo, Escherichia coli, modelo
murino.
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ABSTRACT

Cancer patients are more likely to have bacterial infections, which has
contributed to increased mortality and morbidity. In this way representative
experimental models of the association of tumors with infections are essential for the
characterization of these pathologies, as well as for the evaluation of potential
pharmacological treatments. In this work, we aimed to standardize a model of Ehrlich
ascites tumor (TAE) associated with systemic infection by Escherichia coli. Initially,
we evaluated the evolution of TAE by tumor growth kinetics (volume, weight,
numbers of TAE cells and leukocytes) and systemic infection by the E. coli survival
curve in Balb-C mice. From these results, 1x10’ TAE cells and 3x10° CFU of E. coli
were defined for induction of co-infection. At the end of seven days of tumor
inoculation the animals received E. coli for survival evaluation for 7 days. The other
animals that received TAE associated with the infection had a decrease in the
survival rate compared to the control groups (Salina and E. coli, TAE and Salina,
Salina and Salina). Later, animals with TAE and E. coli infected were evaluated after
six hours of infection for local inflammatory response, tumor growth kinetics, and
number of bacteria in the exudate, blood and lungs, neutrophilic infiltration in the
lungs and evaluation of vascular permeability. It was possible to observe that the
animals submitted to co-inoculation of TAE and E. coli showed no differences in
tumor progression. However, there was an increase in the number of neutrophils in
the peritoneal cavity and in the lungs, indicating an exacerbation of the local and
systemic inflammatory response. The results demonstrated that TAE is capable of
enhancing vascular permeability, which is exacerbated by infection with E. coli. It is
suggested that increased permeability in peritoneal vessels may favor the access of
bacteria to the bloodstream, triggering a systemic inflammatory response, with
consequent bacterial and neutrophilic infiltration in the lungs, which could explain the
decrease in the survival rate in mice that were inoculated with TAE and E. coli. Our
data suggest that the proposed model is able to simulate the pathophysiological
events that affect cancer patients in systemic infection, besides allowing
pharmacological studies to elucidate new multifunctional drugs with
immunomodulatory, antibacterial activity and antitumor activity. It also provides us
with a model for the characterization of the mechanisms involved in the union of the
tumor and infection, besides the possibility of analysis of other bacteria against the
TAE for evaluation of mechanisms or drugs specific for different types of bacteria.

Keywords: cancer, Ehrlich tumor, infection, Escherichia coli, murine model.



1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

A palavra cancer vem do grego “karkinos” (caranguejo), teve essa
denominagdo, pois segundo Galeno, médico romano, as regides onde se
encontravam a patologia apresentavam veias intumescidas circundantes que
aparentavam as patas do caranguejo. Foi inserida no portugués pelo termo “cancer”
do latim. Este termo tem sido usado genericamente para diversos tipos de
patologias, que incluem dois fatores cruciais, crescimento desenfreado de células e
capacidade de invasédo e trauma em tecidos normais (DZIVENU; PHIL; O'DONNELL-
TORM, 2015; WHO, 2017).

Os canceres fazem milhdes de reféns todo ano, e tem sido a causa de 12% de
todas as mortes em todo mundo. Cerca de aproximadamente 30 milhdes de pessoas
estardo com cancer em 2020, e estima-se que a cada seis mortes uma é devido
algum tipo de cancer. Os canceres gue tem mais relevancia sao pulmao, figado, colo
retal, estbmago e mama (WHO, 2017).

Os canceres podem ser classificados de acordo com o local em que se
encontram como, por exemplo, carcinomas, epitélio dos 6rgaos, sarcomas, tecidos,
linfomas, glandulas linfaticas, gliomas, tecido nervoso, melanoma, pele, dentre
outros (COOPER, 2000; DZIVENU; PHIL; O'DONNELL-TORM, 2015). Ainda ndo se
sabe ao certo a etiologia do cancer, mas supde-se e vém sendo demonstrado que a
heranca genética e fatores ambientais tém papéis importantes em alguns tipos de
canceres, sendo que a exposicdo a agentes quimicos também podem levar a
determinados tipos de canceres (PFEIFER, 2010, 2015).

Segundo (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011) para que uma célula normal
transforme em célula cancerosa existe um padrdo logico de tracos caracteristicos
gue regem essa transformacgédo sendo eles sustentar a sinalizagéo proliferativa,
escapar de supressores de crescimento, evitar a destruicdo imunoldgica, permitir a
imortalidade replicativa, a participacdo da inflamacdo como indutora de tumores,
ativacdo da invasdo e metastases, inducdo da angiogénese, a instabilidade
gendmica e mutagles, resistir a morte celular e reprogramacédo do metabolismo

energéetico (Figural). Estas caracteristicas citadas acima juntamente com a



descoberta de uma gama de células normais envolvidas no microambiente tumoral

vém ajudando a caracterizar e a entender a biologia do tumor.
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Figural. Tragos caracteristicos na formagdo do tumor. Fonte:(HANAHAN;
WEINBERG, 2011)

Estudos recentes tém demonstrado que as células tumorais sao altamente
heterogéneas e apresentam grande plasticidade, diferentes fenotipos e
subpopulacdes (BROCK; KRAUSE; INGBER, 2015). Essa heterogeneidade
fenotipica pode ser hereditaria ou nao hereditaria, resultantes da variabilidade
genética, que pode diferenciar quanto a capacidade da formacdo de metastases e
sobrevivéncia a terapia do tumor (MARUSYK; ALMENDRO; POLYAK, 2012).

Existem pesquisas que sugerem que a carcinogénese pode ndo estar somente
ligada a sinalizacdo celular, mas pode se apresentar intimamente ligada ao processo
de inflamacdo (BLAYLOCK, 2015). E alguns pesquisadores demonstraram que
varios agentes cancerigenos levam ao cancer pelo processo inflamatério crénico
(READ; DOUGLAS, 2014).



O processo de carcinogénese ou tumorigénese pode ser constituido por trés
fases cruciais e se mostra como um processo dindmico e complexo, sendo elas:
iniciacdo, promocao e progressdo tumoral sendo que estas fases podem estar
intimamente ligadas (PITOT, 1993; SIDDIQUI et al., 2015; WESTON; HARRIS,
2003). No processo de desenvolvimento tumoral a primeira fase € o processo de
iniciagdo, que pode ser desencadeado por fatores genéticos, agentes quimicos,
fisicos ou biologicos, esses iniciadores causam danos no DNA. Apdés a iniciacao o
processo de iniciacdo se torna irreversivel, por sua vez uma ceélula mutante, gera
células filhas com as mutac¢Bes iniciais, que podem levar a promocdo tumoral,
segunda fase da carcinogénese. No processo de promocdo pode haver acdo de
promotores (especificos ou inespecificos) que podem levar a proliferacdo das
células mutantes. Nessa fase, o tumor ainda ndo se encontra em estado de
malignidade, mas para que o tumor alcance a segunda fase de progresséo tumoral,
vai depender do efeito dos promotores na expanséao clonal das células iniciadas, que
podem levar a terceira fase, progressdo tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011,
KLAUNIG; KAMENDULIS; XU, 2000; LIU et al., 2015) ( Figura 2).

| Mecanismos da Carcinogénese |

Angiogénese

E—
....... R Migragéo
‘ ‘22 VvV e
= : & ’ Invaséo
olo ! @ | Danono DNA ATIC Proliferacéo (@ | @ S|
.l‘\\“, ° ) o () ® | Metastases
e oo AL
7 by [ o | -
©  Célula normal 4 Iniciador e Artéria —=— Vasos Pulméo / Osso

@ Célula maligna \L' Promotor e Veia @ Cérebro ﬁb Figado &; Linfonodos

Figura 2. Fases da carcinogénese: iniciagdo, promogado e progressao tumoral.
Fonte: (LIU et al., 2015) Adaptada.
Disponivel em: http://gims.amegroups.com/article/view/7044/8821.
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Na fase de progressédo tumoral podem ocorrer diversificadas transformagoes
nas células neoplasicas, que podem potencializar o estado de malignidade das
células. Juntamente com a proliferacdo exacerbada das células tumorais, pode
ocorrer a angiogénese (formacgéo de vasos)(ZIYAD; IRUELA-ARISPE, 2011), nessa
fase a resposta do hospedeiro assim como o aumento celular tumoral pode levar a
producdo de citocinas e mediadores inflamatorios(LANDSKRON et al., 2014), que
podem acarretar danos aos endotélio aumentando a permeabilidade vascular
(PAPADOPQULOS et al., 2004), em contraste a permeabilidade permite a invasao
das células tumorais (metéstases) nos vasos linfaticos ou sanguineos podendo levar
a disseminacdo das células tumorais para outros 6rgdos ou tecidos (Figura 2).
Nesse ultimo caso o processo pode se tornar irreversivel acometendo a morte do
organismo. Uma vez disseminadas as células neoplasicas podem ter capacidade de
se proliferar em outros tecidos e 6rgdos, podendo acometer diversificadas
complicacbes ao organismo (HANAHAN; WEINBERG, 2011; KLAUNIG;
KAMENDULIS; XU, 2000; LIU et al., 2015; VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

1.1.1 Imunologia do cancer

As células tumorais podem apresentar em sua superficie antigenos como 0s
produtos de oncogenes que as diferencia das células normais, podendo possibilitar
0 reconhecimento e eliminacdo das células neoplésicas pelo sistema imune. Este
reconhecimento pode ser feito de diferentes formas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2014; BEACHY; KARHADKAR; BERMAN, 2004; COUSSENS; WERB, 2002). No
microambiente tumoral encontram-se células “Natural Killer” NK, linfocitos T CD4+ e
T CD8+ especificos para células tumorais, macrofagos ativado e imunoglobulinas
que podem desempenhar um papel importante contra os antigenos das células
tumorais (Figura 3) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014; BEACHY; KARHADKAR,;
BERMAN, 2004; CHEN et al., 2007; EYERICH et al., 2009; RODRIGUES, 2013).

Para efetiva eliminacdo das células tumorais pode ser preciso o trabalho
concomitante da imunidade inata e da imunidade adaptativa. Podendo gerar uma
resposta imune celular e humoral respectivamente(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2014; COUSSENS; WERB, 2002). Dentro da imunidade celular contra as células

neoplasicas se tém como principal efetor os linfécitos T CD8+ citotoxico que sao



responsaveis pela producdo de algumas citocinas como, interleucina 2 (IL-2),
interferon y (INF- y), interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-
a) (DE JONG; MAINA, 2010a; NISHIMURA et al., 1999). Com a producédo destas
citocinas ha a possibilidade de uma comunicacdo entre a resposta imune inata com
a adaptativa pelos linfécitos T CD4+, podendo demonstrar eficacia na resposta
antitumoral. J4 a producéo de quimiocinas e TNF- a, podem desempenhar um papel
crucial no recrutamento de células leucocitarias como neutrofilos, pois esta citocina
pode atuar no endotélio propiciando o recrutamento destas células para o local da
inflamacédo (DUDLEY et al., 2002; MACCALLI; SCARAMUZZA; PARMIANI, 2009;
RODRIGUES, 2013; SICA; MANTOVANI, 2012). A producéo de citocinas pelos
linfécitos TCD4+ pode ter um papel importante na ativacdo e diferenciacdo de
eosinofilos, sendo estes e os mastécitos encontrados em grande quantidade nas
respostas inflamatorias antitumorais (COUSSENS; WERB, 2002; NISHIMURA et al.,
1999).
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Figura 3. Células presentes na origem do tumor. Fonte: (HANAHAN; WEINBERG,
2011)Adaptado.

As glicoproteinas imunoglobulinas podem desempenhar um papel fundamental
na inducdo da citotoxicidade, mediada por anticorpos ativando o0 sistema
complemento contra células neoplasicas. A ligagdo dessas imunoglobulinas a
superficie tumoral pode propiciar também o reconhecimento pelos macrofagos e
células NK (Natural Killer Cell) , podendo induzir a lise celular (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2014; DE JONG; MAINA, 2010b; HAMANN et al., 1997).



Pela linha de defesa imune inata podem ser encontrados os macréfagos com
importante papel antitumoral. Estas células podem ter capacidade de producéo de
diversificadas citocinas, e liberacdo de enzimas lisossomicas, 0 que poderia levar a
producdo de espécies reativas de oxigénio como oxido nitrico (NO) que podem
ajudar no combate das células tumorais. Outro fator importante dos macréfagos
pode ser a producao de TNF-a que induz a apoptose de células tumorais (DE JONG,;
MAINA, 2010b; DUDLEY et al., 2002; KAWANISHI et al., 2006, 2017, MACCALLI,
SCARAMUZZA; PARMIANI, 2009, 2009; MURATA et al.,, 2012; RODRIGUES,
2013).

Mesmo apresentando todos os mecanismos de defesa o0 sistema imune pode
ser ineficaz. As células tumorais em sua maioria podem desenvolver mecanismos de
escape contra a defesa do sistema imune. Uma dessas possiveis facetas pode ser a
diminuicdo da expressao das moléculas de MHC (Major Histocompatibility complex)
de classe | (HARMEY et al., 2002; KAGESHITA et al.,, 1999; STEEG, 2006). As
células tumorais podem ser capazes de expressar proteinas como TGF—f3
(Transforming Growth Factor Beta.) que suprimem a resposta imunoldgica
possibilitando assim a progressao tumoral (DUDLEY et al., 2002; FLAVELL et al.,
2010; OPPENHEIM et al.,, 2003; RODRIGUES, 2013). A ineficacia do proprio
organismo em conseguir eliminar o tumor leva a busca por medidas terapéuticas que
podem conseguir, de certa forma, eliminar ou controlar o crescimento tumoral
(HOWELL; COLVIN, 2014).

1.1.2 Tratamento do cancer

Quanto ao tratamento do cancer atualmente existem cinco praticas comuns
utiizadas na clinica, a cirurgia para remocdo do tumor, a radioterapia, a
quimioterapia, a imunoterapia e a terapia direcionada(AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016; PRADO, 2014; SUS, 2014).

Quanto ao procedimento cirdrgico esse pode se dar para prevenir, diagnosticar,
paliar ou tratar o cancer. Por exemplo, na cirurgia para diagnéstico, tem se a
remocao de uma parte do tumor para biopsia. Ja a cirurgia para analise do estagio
tumoral consiste em uma cirurgia mais rigorosa em que se avalia tanto a parte
afetada assim com os tecidos e ganglios circundantes do tumor, 0os quais podem ser

removidos com o objetivo de prevencao. A cirurgia preventiva pode ser utilizada na



maioria das vezes em que se tem um diagnostico familiar ou por meio do
aconselhamento genético. Além dessas cirurgias existem as cirurgias reparadoras,
paliativas e de Debulking (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016; HOSOYA et al.,
2010; LEE et al., 2010)

A radioterapia representa-se como uma das ferramentas mais comuns no
tratamento do cancer local. Essa técnica vém sendo aprimorada de acordo com 0s
avancos tecnologicos, mas se resume em insercdo de um feixe de luz ionizante
guiada por imagens em regides alvo onde se encontram o0s tumores, podendo
ocasionar a morte celular e tecidual(JOUBERT et al., 2011a; XING et al., 2006). A
radioterapia consiste em uma técnica que ainda pode acometer danos ao paciente,
devido a falta de precisdo na entrega da radiacéo, o que pode acometer a morte de
células normais e tecidos adjacentes, impossibilitando assim a total irradicacdo em
pacientes com um quadro mais agravante de metastases (JOUBERT et al., 2011b;
SHAH et al., 2011; XING et al., 2006). Em vista disto a radioterapia na maioria dos
casos pode ser utilizada concomitantemente a quimioterapia (PEREZ-HERRERO:;
FERNANDEZ-MEDARDE, 2015) .

O tratamento quimioterapico seja por alquilantes, anti-metabdlitos, antibidticos
ou inibidores mitoticos, tém sido uma das ferramentas mais eficazes no combate aos
canceres mais desenvolvidos em que apresentam metastases (migracao das células
tumorais pela corrente sanguinea ou vasos linfaticos) (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016; SUS, 2014). Essa técnica consiste na inibicdo da divisdo celular,
implicando na morte de células que podem apresentar alta taxa de replicacao
celular, caracteristica crucial da progressdo tumoral. Em contrapartida a
guimioterapia pode afetar diretamente diversas células no organismo do paciente
qgue estdo em replicacdo constante como, por exemplo, as células dos foliculos
capilares o que provoca queda do cabelo, células presentes no trato gastrointestinal
e as células da medula Ossea (CHA; EASTHAM, 2015; PEREZ-HERRERO;
FERNANDEZ-MEDARDE, 2015; SELLE et al., 2016). Existem inimeros esforcos na
caracterizacdo e producdo de novos farmacos mais especificos e potentes contra as
células tumorais, mas existem algumas caracteristicas peculiares das células
tumorais como a alta taxa de diferenciacao celular e a replicacdo exacerbada o que
dificulta a especificacdo de medicamentos alvos (SELLE et al., 2016). Sabe-se que
na medula 6ssea ocorre a producéo das células de defesa do organismo, sendo que

a exposicdo a agentes quimioterapicos por longos periodos pode acometer um



quadro de imunodepressdo ao paciente, proporcionando um ambiente ideal para
diferentes tipos de infecgbes (ISHII et al., 2016; LUSTBERG, 2012).

1.1.3 Modelos experimentais para estudo do cancer

Por muitos anos modelos experimentais de cancer tem desempenhado um
papel importante nas descobertas de novas drogas terapéuticas(CHEON; ORSULIC,
2011; KABEL; ELMAABOUD, 2014). Os modelos de céncer “in vivo” podem ser
divididos em duas grandes classes sendo elas, modelos transplantaveis que
atualmente sdo os mais utilizados na avaliacdo de farmacos, e os modelos “in situ”
com a utilizacdo de camundongos transgénicos podendo oferecer informacfes sobre
a etiologia do cancer (TALMADGE et al., 2007).

Dentre os modelos transplantaveis, o tumor de Ehrlich (TE) tém sido um dos
mais utilizados. O TE a principio se deu como um tumor mamario espontaneo em
murideos. A partir dai o TE foi caracterizado e transplantado em forma sélida pela
injecdo subcutanea. foram os primeiros a padronizar e descrever o TE a forma
ascitica denominado tumor ascitico de Ehrlich (TAE) pela injecé@o intraperitoneal do
tumor. Apo6s 1948 as células TAE ja haviam se espalhado rapidamente em todos os
centros de pesquisas ao redor do mundo. Ao longo do tempo foram feitas
adequacdes do TAE para analises quantitativas e qualitativas(FERNANDES et al.,
2015; KLEIN, 1950; QUEIROZ et al., 2004).

O TAE pode ser caracterizado como um tumor indiferenciado, podendo exibir
alta capacidade de transplante sem regresséo, rapida proliferacdo podendo chegar a
100% de malignidade e pode apresentar sensibilidade a quimioterapia, similar aos
tumores humanos(HUDACK; BAKER, 1961; KLEIN, 1950; QUEIROZ et al., 2004).

A razédo para uso do modelo TAE advém do fato que a suspenséo de células
tumorais livres pode ser homogénea. Deste modo o TAE pode viabilizar o
transplante quantitativo de uma carga parecida de células tumorais para outros
animais, o que pode promover também a determinagdo da gravidade do tumor
apenas pelo numero de células injetadas nos animais(FERNANDES et al., 2015;
QUEIROZ et al., 2004).

Segundo Fernandes e colaboradores (2015), que caracterizaram a resposta
inflamatoéria do TAE, demonstraram que logo apds a inoculacéo intraperitoneal das

células TAE no camundongo, pode haver um aumento rapido no volume do liquido



ascitico e na concentracdo proteica. O numero de células TAE pode permanecer
estavel até o oitavo dia em conformidade com o numero de células TAE inoculadas
nos animais. Com a progressdo do TAE pode haver um aumento de leucdcitos no
sangue, diminuicdo de eritrocitos como também a possibilidade do aumento de
mondcitos. O numero de neutréfilos pode ndo sofrer variagdo durante a progressao
tumoral.

Até o décimo dia, apds a inoculacdo, pode ocorrer um aumento progressivo de
IL-18, e dos niveis de IFN-y. Pode-se observar um aumento significativo de
prostaglandina E2 (PGE) e O6xido nitrico (NO). No décimo quarto dia pode-se
observar um pico de IL-10 e proteinas quimiotaticas de mondcitos 1 (MCP-1).
Baseando-se nessas informacdes o TE até hoje tem sido muito utilizado, seja na
forma ascitica ou na forma soélida, mostrando que este modelo consiste em um
modelo valido, na caracterizacado de novas terapéuticas (FERNANDES et al., 2015;
HUDACK; BAKER, 1961; QUEIROZ et al., 2004).

1.2 Infeccdes bacterianas

As infec¢cBes bacterianas principalmente as infec¢des por bactérias resistentes
estdo entre as principais causas de mortalidade e morbidade no mundo inteiro
(WHO, 2017). Algumas bactérias sdo de extrema importancia para defesa do ser
humano e fazem uma linha de defesa contra outros microrganismos oportunistas. S6
que ao mesmo tempo um desequilibrio da comunidade bacteriana presente no
organismo, ou mesmo por contaminagdo com um tipo diferente de bactéria presente
no ambiente externo pode levar a um quadro de infec¢do bacteriana. Sendo assim
uma doenca infecciosa é aquela em que o patdgeno invade um hospedeiro
suscetivel (ALBERTS et al., 2002; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Para que ocorra a infeccdo, os patdogenos precisam entrar em contato com o
hospedeiro por portas de entradas, como membranas mucosas, pele ou via
parenteral. Também pode ser dependente do numero de células bacterianas, sendo
gue se existir uma pequena quantidade de bactérias, o sistema imune do hospedeiro
consegue elimina-las. Cada tipo especifico de bactéria pode apresentar diferentes
mecanismos de contaminacdo (CARRUTHERS; COTTER; KUMAMOTO, 2007a;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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Tipicamente, as bactérias podem abranger divergentes tipos de mecanismos
que asseguram a sua disseminagdo no organismo hospedeiro. Um dos principais
mecanismos pode ser a capacidade de adesdo. Praticamente todas as bactérias
patogénicas ou ndo patogénicas apresentam moléculas (adesinas ou ligantes) em
sua superficie que as permitem aderir a receptores Tool-Like (TRE) complementares
presentes em diferentes superficies dos tecidos dos hospedeiros (HORI,
MATSUMOTO, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Com a finalidade de ludibriar o sistema de defesa do hospedeiro alguns
microrganismos detém diferentes tipos de estratégias morfoldgicas e quimicas, como
presenca de cépsula, variacdo na composicdo quimica da parede celular (proteina
M), producdo de enzimas (coagulases, quinases, colagenases, hialuronidase e
proteases), capacidade de variacdo antigénica e capacidade de penetracdo no
citoesqueleto das células hospedeiras (CARRUTHERS; COTTER; KUMAMOTO,
2007b; MACHADO et al., 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Os danos provocados pelos patdgenos as células do hospedeiro dependem da
disposicdo de nutrientes do hospedeiro. As bactérias podem lesionar a regido
invadida como também podem afetar regides distantes do sitio inicial da infeccao
pela presenca de componentes celulares toxicos instigando a hipersensibilidade ao
organismo hospedeiro, como as exotoxinas e endotoxinas (LPS) presentes em
bactéria Gram-positivas e negativas respectivamente (CARRUTHERS; COTTER,;
KUMAMOTO, 2007b; MACHADO et al., 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Em um ponto de vista l6gico as pessoas mais susceptiveis a infeccdes
bacterianas sdo aquelas que se encontram com a saude debilitada em um contexto
de deficiéncia imunoldgica, deixando uma porta de entrada para 0s microbios
oportunistas. Atualmente fala-se muito em resisténcia bacteriana e a dificuldade de
tratamento principalmente em pessoas nos ambientes hospitalares. A resisténcia
bacteriana se refere a capacidade adaptativa da bactéria desenvolver mecanismos
de escapes contra antibioticos. Além de aprimorar 0s mecanismos de resisténcia as
bactérias podem apresentar aparatos de comunicacdo célula/célula que podem
possibilitar a troca de informacdes entre diferentes tipos de estirpes bacterianas,
disseminando os mecanismos de defesas entre elas dificultando o controle e
tratamento. Uma das principais causas que pode ter desencadeado a resisténcia a
resisténcia bacteriana pode ter sido o uso excessivo de antibidticos e conduta

inadequada no controle da administragcdo dos medicamentos (DAMASCENO et al.,
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2008; HORAN; ANDRUS; DUDECK, 2008; SYDNOR; PERL, 2011; VENTOLA, 2015;
WALKER; BEATSON, 2012).

Em doencas humanas as bactérias Gram-positivas mais comuns e relevantes
incluem Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, e Bacillus anthracis,
sendo que a invasdo num hospedeiro suscetivel pode ocasionar morbidade e
mortalidade significativa (LEE et al., 2009). Infec¢cbes causadas por bactérias Gram-
positivas multirresistentes pode representar um problema de saude publica, ndo
apenas em termos de morbidade e mortalidade, mas também em termos
econdbmicos. S. aureus e Enterococcus spp. pode se dizer que apresentam-se como
patégenos estabelecidas no ambiente hospitalar, e sua frequente multirresisténcia é
um complicador nas terapias existentes (WOODFORD; LIVERMORE, 2009).

Dentre as bactérias Gram-negativas que podem provocar danos em ambientes
hospitalares estédo E. coli, K. pneumoniae e Enterobacter species. Os bacilos Gram-
negativos causam o0s tipos mais frequentes de infeccbes hospitalares como
gastroenterites, pneumonia, infec¢do de sitio cirdrgico, infeccdo do trato urinario e
infeccdo da corrente sanguinea, sepse (GAYNES; EDWARDS, 2005; PELEG;
HOOPER, 2010).

As infeccdes sistémicas podem levar a um quadro mais grave denominado
sepse. Frente a infeccdo, o organismo do hospedeiro pode apresentar uma resposta
inflamatoria exarcebada, com producdo de citocinas e mediadores inflamatorios
levando a um aumento da permeabilidade vascular e consequentemente, levando a
disfuncdo orgéanica podendo levar a faléncia dos mesmos e morte do hospedeiro
(LEVER; MACKENZIE, 2007; VAN DER POLL et al., 2017).

A sepse pode ser desencadeada pela presenca na corrente sanguinea de
toxinas presentes na parede celular das bactérias como as exotoxinas nas Gram-
positivas (acido lipoteicdico, LTA) assim como as endotoxinas presentes nas Gram-
negativas (Lipopolissacarideo, LPS) (BUER; BALLING, 2003). No sitio da infecgao
h& uma producdo de mediadores pro-inflamatérios e citocinas, como fator de
necrose tumoral (TNF), interleucina-1p (IL1B), IL-12 e IL-18 (WIERSINGA et al.,
2014), ativando a primeira linha de defesa, o sistema imune inato, com a migragao
de ceélulas de defesas (neutréfilos e macréfagos) para o sitio da infeccdo
(STEARNS-KUROSAWA et al., 2011). Se por algum motivo ha um desequilibrio na
homeostase do organismo, tanto a producdo de citocinas como o aumento de

células de defesa pode provocar um desencadeamento de uma resposta
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inflamatoria descontrolada, ativando o sistema complemento, assim como a cascata
de coagulacdo, aumento da permeabilidade vascular, podendo gerar um colapso

cardiovascular ou a faléncia multipla dos 6rgdos (VAN DER POLL et al., 2017).

1.2.1 Modelos de infec¢cdes bacterianas

Os camundongos (Mus musculus) sdo organismos ideais para compreender as
doencas infecciosas humanas, pois apresenta 90% de semelhanca com o sistema
imunolégico humano. E esta proximidade pdde ser comprovada apos a
caracterizagcdo do seu genoma, o qual foi comparado com o genoma humano
observando a similaridade dos dois (BUER; BALLING, 2003; CHURCH et al., 2009;
PLETZER et al., 2017). Existem trabalhos que relatam a utilizacdo de modelos
animais de infeccao sistémica, local ou cutdnea com patégenos que infectam os
seres humanos (FINK, 2014; KIM; MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2014; PLETZER et
al., 2017).

Para Buer e Balling (2003), a utilizacdo de camundongos no estudo de
infeccbes bacterianas auxilia nas pesquisas de diversas doencas infecciosas,
incluindo bacterianas, virais e parasitarias. Para delinear um panorama da doenca
humana por agentes patogénicos, 0s animais sdo de suma importancia, pois,
através dos modelos animais, pode-se obter informacfes quanto a base molecular
da patogenia, o funcionamento da imunidade, entre outras caracteristicas (JELICKS
et al., 2013; TALMADGE et al., 2007; WILES et al., 2006; ZIMMERLI et al., 1982).

Existem atualmente diversos modelos de infec¢cdes em camundongos, podendo
variar de acordo com suas linhagens associadas com diferentes estirpes
bacterianas. Com o avanco tecnolégico na area da genémica o camundongo vem se
tornando uma ferramenta essencial na manipulacédo genética. Existem animais com
inclusbes de genes especificos “Knock-ins”, assim como a excisdo de genes
‘Knockouts” possibilitando a investigagdes biolégicas mais acuradas e
personalizadas(SANDS, 2003).

Quanto as infec¢cbes bacterianas pode se encontrar um arsenal de estirpes
com possibilidade de inoculacdo em camundongos, permitindo a caracterizacéo da
infeccdo, assim como avaliacdo de potenciais terapéuticos (ANDES; CRAIG, 2002;
ANDREJAK et al., 2015; MCCULLERS; REHG, 2002; SILVA et al., 2016). O grau de
mortalidade da infeccéo é avaliado antes dos testes padrdes com auxilio da curva de
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sobrevida dos animais, que normalmente pode ser feita com diferentes cargas
bacterianas possibilitando delimitar o grau da infecgdo em letal e n&o letal.

A capacidade de infeccdo também pode variar em conformidade ao local de
inoculacao e a estirpe bacteriana a ser utilizada. Existem diversas vias de inoculagéo
das bactérias e esta, pode variar de acordo com o tipo de doencga preterida a simular
0 que acomete os humanos. Podem ser infeccbes locais em diferentes tipos de
orgdos como, por exemplo, infec¢cdes por K. pneumoniae por via inalatoria, tendo
como alvo o pulmao, simulando a pneumonia (NISHI; TSUCHIYA, 1980; RENOIS et
al., 2011). Inoculacédo de S. aureus em ferida cutanea também € um modelo muito
utilizado, pois este patégeno pode estar associado a infeccbes da pele
(KUGELBERG et al., 2005; MALACHOWA et al., 2013). Modelos que simulem o
quadro de sepse, como ligacao e perfuracdo do ceco (CLP) do animal podendo levar
a uma infeccdo polimicrobiana (DEJAGER et al., 2011), pela inoculagdo de
endotoxinas (LPS), pela inoculacdo de bactérias vivas isoladas ou pelo in6culo de
um “pool” polimicrobiano por via sistémica intraperitoneal (DEJAGER et al., 2011;
FINK, 2014; POLI-DE-FIGUEIREDO et al., 2008; RITTIRSCH et al., 2009; STARR et
al., 2014).

O modelo de infec¢éo por E. coli tém sido utilizado para simular o quadro de
sepse que pode acometer humanos. Este modelo consiste em uma injecao
intraperitoneal desta bactéria levando em conta o nimero de unidades formadoras
de colbnias (UFC), variacao da estirpe bacteriana e viruléncia (DOI et al., 2009; LEE
et al., 2017; SAUDE et al., 2014). Infecc&o bacteriana por E. coli pode ser associada
a uma resposta cardiovascular hiperdindmica, semelhante com a observada em
humanos e, o agravamento do quadro de sepse pela infeccdo, pode ocasionar a
morte do animal nas primeiras 48 horas experimentais. E possivel observar também
que nos animais sobreviventes quando ha um tratamento farmacoldgico provoca
respostas metabdlicas e inflamatdrias até cinco dias apos a indugéo da infeccéo por
E. coli (LEE et al., 2017; SAUDE et al., 2014).

1.2.2 Infeccao causada por E. coli
E. coli consiste em uma bactéria Gram-negativa encontrando-se incluida a

familia das Enterobacteriaceae. Morfologicamente apresenta-se em forma de bacilos

coliformes, com flagelos e geralmente sdo munidas de endotoxinas (LPS) (Figura4).
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E. coli € um dos microrganismos mais comuns no trato intestinal dos seres humanos
sendo inofensivas ao organismo. As bactérias E. coli patogénicas sao providas de
fimbrias que favorecem a adesdo no tecido intestinal e produzem toxinas que
ocasionam uma disfuncéo intestinal denominada gastrenterite. Além disso podem
acometer outros distarbios ao organismo hospedeiro, como infeccbes no trato
urinério, no sistema nervoso e na corrente sanguinea (Sepse) (CROXEN; FINLAY,
2010; NATARO; KAPER, 1998)

A contaminacgao por E. coli pode ocorrer principalmente por meio de alimentos
contaminados com fezes podendo estar associada a falta de higiene e saneamento
basico. Anualmente as infec¢des por E. coli entero patogénicas atingem cerca de
milhares de pessoas em paises subdesenvolvidos, sendo responsavel por milhares
de mortes e a classe que pode ser mais atingida por este tipo de patégeno sdo as
criancas menores de 5 anos(DONNENBERG et al., 2015; OCHOA; CONTRERAS,
2011).

Existem trés sindromes clinicas distintas que podem ser motivada por E. coli
patogénicas, as infeccbes entéricas/diarreicas, infec¢cdes no trato urinario e a sepse.
Dentro da classificacdo das E. coli diarreicas pode-se distinguir-se oito diferentes
tipos patogénicos de E. coli de acordo com o grau de patogenia. As E. coli
produtoras de toxina Shiga (STEC), E. coli entero hemorragica (EHEC), E. coli
entero toxigénica (ETEC), E. coli entero patogénica (EPEC), E. coli entero invasiva
(EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC), E. coli aderente e invasiva (AIEC) e E.
coli produtora de toxina Shiva entero agregativa (STEAEC)(CDC, 2015; CLEMENTS
et al., 2012; LIEBCHEN et al., 2011).
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Figura 4. Micrografia eletrbnica de varredura colorizada de uma colbnia de
Escherichia coli. Fonte: (https://phil.cdc.gov/phil/details.asp) ID: 18160 Centers for
Disease Control and Prevention (CDC). Public Health Image Library (PHIL), 2002.
Crédito: National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID).

Dentre as infeccbes causadas por E. coli extra intestinais (EXPEC), atualmente
existem dois tipos de patogénicos comuns: a E. coli uropatogénica (UPEC) que
acarreta danos ao trato urinario podendo ocasionar sepse (SEPEC) e ameningite
causada pela E. coli de meningite neonatal (NMEC)(CLEMENTS et al., 2012).

As infecgBes pelas EXPEC possuem fatores de viruléncia caracteristicos como
presenca de adesinas e proteases, fatores estes que permitem a invasao tecidual.
Estas infeccBes também apresentam fatores que conseguem burlar o sistema imune
do hospedeiro como, por exemplo, a presenca da cépsula, impedindo assim o
reconhecimento das células fagocitarias, proporcionando a colonizacdo bacteriana.
A liberagcédo de endotoxinas (LPS) também pode ocorrer por estes patogenos Gram-
negativos. Na corrente sanguinea estas endotoxinas podem aumentar relativamente
a inducéo de patologias mais agravantes como sepse e choque séptico (KOHLER,;
DOBRINDT, 2011; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).


https://phil.cdc.gov/phil/details.asp
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1.3 InfecgcOes bacterianas em pacientes com cancer

O desenvolvimento do cancer pode ser um processo longo, podendo envolver
severas alteracbes no corpo, tais como alteragbes fisiologicas, imunoldgicas,
bioguimicas, anatdmicas e inclusive, na microbiota normal do individuo (Khan et al.,
2012). Essas alteracdes podem levar a desregulacdo da homeostase do organismo
propiciando assim o crescimento tumoral desordenado como também, a infec¢éo por
patbgenos externos, ou presentes no préprio organismo (Visser et al., 2006). Além
da prépria desregulacdo da homeostase do organismo causada pelo cancer, o
organismo do paciente pode ser enfraquecido pela administracdo de
imunossupressores, drogas citotéxicas, ou mesmo a utilizacdo de dispositivos
meédico-hospitalares, como tubos endotraqueais, cateteres, entre outros
equipamentos, (WALKER; BEATSON, 2012). No Quadro 1 s&o citados alguns
fatores que predispde a infecgdo em pacientes com cancer.

As complicacdes infecciosas atingem principalmente 0s pacientes com
doencas hematolégicas malignas cerca de 60% dos casos de o6bito € devido as
infeccbes, e cerca de 50% dos Obitos em pacientes com tumores solidos,
apresentam algum tipo de infeccdo(CHANG et al., 1976; HOMSI et al., 2000). Os
pacientes que se encontram no estado de neutropenia profunda estdo susceptiveis a
varias infeccdes sendo que as infec¢des bacterianas podem ser predominantes
(FREIFELD; KAUL, 2013; MASCHMEYER et al., 2015). As infec¢cbes documentadas
clinicamente ocorrem de 20% - 30% de episddios febris, sendo que os sitios de
infeccdo mais comuns incluem a pele, o pulmé&o, sistema urogenital e o trato
intestinal (RAMPHAL, 2004).

As infeccbes em pacientes com cancer também estdo associadas ao uso de
cateteres. Que podem ser infeccbes hematogénicas por estafilococus ou infec¢des
polimicrobianas associadas ao uso de cateteres venosos em criangas (NIEBOER et
al., 2008; OTT et al., 2013).

Atualmente a quimioterapia se mostra como a melhor ferramenta no tratamento
do cancer, mas pode gerar um quadro de neutropenia o qual esta associado a
infeccbes em pacientes com cancer (SAFDAR; ARMSTRONG, 2011; VIDAL et al.,
2004). A neutropenia pode ser caracterizada pela queda do numero de neutréfilos
em que a contagem diminui para <1000células/mm?®, aumentando assim a

susceptibilidade a infeccdo, pois diminui a resposta imunologica do paciente
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deixando-o mais propicio a contrair infec¢cées(FREIFELD et al., 2011; HUGHES et
al., 2002).

Quadro 1 - Fatores de Predisposicdo a Infeccdo em Pacientes com Cancer

Fatores do Hospedeiro Fatores Associados ao Tratamento
Barreiras anatomicas interrompidas Cirurgia
Imunodeficiéncias humorais Terapia de radiacéo
Imunodeficiéncias mediadas por células Quimioterapia
Disfungdo organica Modificadores da resposta bioldgica

Doencgas concomitantes e infecgbes o _
Uso de antimicrobianos
passadas

o Procedimentos de diagnosticos
Estado nutricional . _
invasivos

Cateteres venosos centrais

Cateteres urinarios

O estresse psicoldgico —
Transfusdes de sangue

Traqueostomia

Fonte:(ZEMBOWER, 2014) Adaptado.

A infeccdo por bactérias pode ser a principal causa de morbidade e mortalidade
em pacientes com cancer que se apresentam neutropénicos, (WHITE; YBARRA,
2014). Até 25% dos pacientes com neutropenia profunda desenvolvem infiltrados
pulmonares e nao respondem a terapia antibacteriana de amplo espectro,
(MASCHMEYER et al.,, 2015). A febre na fixacdo da neutropenia pode ser um
indicativo de infeccdo, e a demora no diagnéstico normalmente leva a um desfecho
fatal, (HUGHES et al., 2002). Devido a isso, a neutropenia febril requer avaliacao de
risco imediata, tratamento com antibiéticos empiricos de amplo espectro e o0 uso
profilatico de fatores de crescimento mieldides quando indicado (LYMAN et al.,
2011).

Devido a estes tipos de infec¢cdes os pacientes ja debilitados podem ser
expostos a tratamentos com antibidticos convencionais 0s quais muitas vezes nao
se mostram eficazes, levando assim a utilizacdo de antibidticos tais como

carbapenems e fluroquinolonas, os quais tém sidos ligados ao aparecimento de
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bactérias multi-resistentes, em pacientes com cancer(MARTINO et al.,, 1998;
ROLSTON, 2009; WOODFORD; LIVERMORE, 2009). Segundo levantamento feito
por (ZEMBOWER, 2014), no Quadro 2 estdo citadas as principais bactérias

relacionadas com os tipos de canceres e imunodeficiéncias.

Quadro 2 - Infec¢des Relacionadas a Doencas Subjacentes.

Malignidade Imunodeficiéncia Bactérias comuns
S. aureus, S. epidermidis, estreptococos,
Leucemia Neutropénicos. enterococos.
Aguda E. coli, Klebsiella spp, P. aeruginosa
Linfoma Mediada por células; | L. monocytogenes, Salmonella spp, N.
N&o neutropénicos. asteroides, micobactérias, L. pneumophila
Cronica . :
. . . . S. pneumoniae, H. influenzae, N.

Linfocitica Hipogamaglobulemia. S

. meningitidis
Leucemia

Humoral; deficiéncia . .
S. pneumoniae, H. influenzae, N.

Mieloma complementar; o . .
e : meningitidis e patdbgenos associados a
multiplo neutropenia em o .
. neutropenia citados acima
estagio final.
Células . L
10saS Mediada por células, | Salmonella spp., L. monocytogenes, M.
P . neutropenia. kansasii, M. avium, M. chelonei
Leucemia
Pele: estafilococos, estreptococos.
Cavidade orofaringea: bactérias
anaerdbias estreptococos, H. influenzae.
. Trato gastro intestinal:
Tumores Rompimento de g )
. . n Enterobacteriaceae.
sélidos barreiras anatbmicas.

Trato genital feminino:
Enterobacteriaceae, bactérias anaerdbias
Gram-negativas, enterococos, Clostridium

Spp.

Fonte: (ZEMBOWER, 2014) Adaptado.

Infeccbes por bactérias Gram-negativas sdo comumente encontradas em
pacientes com cancer durante o tratamento com quimioterapicos. Nos ultimos anos
houve um aumento relativo da resisténcia bacteriana destas bactérias em infeccdes

nosocomiais. E. coli vem se mostrando um dos principais isolados clinicos em
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pacientes no ocidente com cancer numa frequéncia em torno de 32,1% (FOX et al.,
2010).

Os quadros de sepse em pacientes com cancer vém sendo discutido a longa
data. Observa-se em centros oncoldgicos o aumento do indice de mortalidade por
sepse em pacientes com cancer (CHANOCK, 1993; LAGU et al., 2012; WILLIAMS et
al., 2004). A imunossupressédo decorrente do cancer como pelos tratamentos
imunossupressores da quimioterapia podem ser fatores desencadeadores das
infeccbes sistémicas (CHANOCK, 1993). Essa imunossupressao afeta o
comportamento do sistema imune dos pacientes com cancer diminuindo a
depuracdo bacteriana e apoptose dos linfécitos como demonstrado em modelos de
tumor e infeccdo (FOX et al., 2010). Outra observacédo relevante é que comparado
aos pacientes com tumores soélidos os pacientes que apresentam malignidades
sanguineas sao 15 vezes mais propensos a desenvolver o quadro de sepse grave
(WILLIAMS et al., 2004).

1.3.1 Modelos de tumor e infeccao

A capacidade da bactéria se multiplicar em tecidos tumorais j& vem sendo
observado desde décadas passadas (CUMMINS; TANGNEY, 2013). Diversos
experimentos vém demonstrando a presenca de isolados bacterianos em diferentes
variedades de tumores (XUAN et al., 2014) Ja é sabido que pacientes com tipos de
patologias malignas podem ser mais tendenciosos a infec¢cdes por bactérias
oportunistas. Em experimentos animais, quando inoculado bactérias via corrente
sanguinea, estas tendem a migrar para os ambientes tumorais (BONNET et al.,
2014; ZAMBIRINIS et al., 2014). Devido a esta capacidade de proliferacdo em
ambientes tumorais tem sido demonstrando que as bactérias com manipulacéo
genética podem ser utilizadas como potenciais agentes bioldgicos como veiculo na
entrega de genes para tratamento do cancer (ROBERTS et al., 2014).

Outra vertente crescente pode ser vista como a avaliacdo das bactérias
presentes em ambientes tumorais na eficacia do tratamento do cancer por drogas
quimioterapicas. Algumas pesquisas demonstram que as bactérias presentes em
tumores ou em via sistémica de pacientes com cancer, conseguem manipular

estruturalmente os agentes quimioterapicos utilizados na clinica tornando-os mais
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toxicos e ineficazes ou, aumentando até mesmo a eficacia em alguns casos, destes
quimioterapicos (LEHOURITIS et al., 2015).

Os modelos de tumor associados as infec¢cdes vém sendo utilizados para tentar
sanar algumas duvidas quanto os mecanismos que estdo envolvidos no aumento da
mortalidade de pacientes com cancer que podem apresentar quadro de infec¢des
sistémicas (sepse). Alguns autores demonstraram através de experimentos, elevada
taxa de mortalidade em animais com a inoculacdo de células tumorais de
adenocarcinoma do pancreas (PANO02), no dorso dos mesmos. A mortalidade
significativa ocorreu apés 7 dias de infeccdo desencadeada pela bactéria P.
aeruginosa (séptica) inoculada via intratraqueal . Segundo Fox e colaboradores
(2010), o aumento da mortalidade pode estar relacionado ao aumento da bacteremia
sistémica, alteracfes no epitélio intestinal e apoptose de linfocitos (FOX et al., 2010).

Em outro experimento, que também utilizou a associacéo do cancer e infeccao
sistémica, os animais foram induzidos ao desenvolvimento do tumor com células de
cancer de pulmdo (LLC-1) com uma injecdo na coxa dos animais e, apds 0O
crescimento tumoral, os mesmos foram submetidos a sepse pela ligadura e
perfuracdo do ceco. Neste trabalho Lyons e colaboradores(2016) sugerem através
dos resultados obtidos, que a associagdo do tumor a sepse aumentou
significativamente o indice de mortalidade, como também apresentou diminui¢cdo dos
linfécitos CD4+ e aumento na, apoptose de linfécitos CD8+. Estes animais com
tumor e infeccdo também apresentaram aumento no numero de bactérias no
peritonio (LYONS et al., 2016). Neste contexto, os modelos atuais de tumor
associado ao céancer vém sendo utilizados como ferramentas para novas
descobertas tanto para a area farmacoldgica como para area de imunologia e

microbiologia.



2 JUSTIFICATIVA

Pacientes com cancer sdo mais propensos as infec¢des bacterianas sistémicas
do que o publico geral. Anualmente as infec¢cbes sistémicas em ambientes
hospitalares levam ao obito milhares de pacientes com cancer. Visto isto, existe a
procura por novos compostos eficazes contra o cancer e infecgdes bacterianas. Para
avaliacdo de novos farmacos sao necessarios testes em modelos tanto “in vivo”. A
utilizacdo de camundongos em modelos animais de diferentes patologias tem sido
uma ferramenta eficaz na descoberta de novos farmacos como também na
caracterizacdo dessas patologias, pois 0s camundongos apresentam em torno de
90% de compatibilidade genética com os humanos. Neste contexto, este trabalho
teve por objetivo padronizar um modelo animal de tumor associado a infec¢do. Esse
modelo se apresenta como uma ferramenta biotecnolégica para novas descobertas
e elucidacéo frente as duas patologias, cancer e infeccdo nas diferentes areas da

saude.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Padronizacdo de um modelo de tumor ascitico de Erlich (TAE) associado a

infeccao por E. coli.

3.2 Especificos

e Avaliar a cinética de crescimento tumoral, curva de sobrevida e migracdo de
leucécitos em animais inoculados com TAE.

eAvaliar a curva de sobrevida em animais em modelo de infeccdo sistémica
induzida por E. coli.

e Avaliar a curva de sobrevida em animais inoculados com TAE e induzidos a
infeccédo sistémica por E. coli.

¢ Avaliar a carga bacteriana presente no sangue, lavado e pulméao para analise
da evolucéo da infecgéo por E. coli em animais com TAE.

e Avaliar a resposta inflamatdria através do numero de leucdcitos presentes no
liguido ascitico apds infec¢ao sistémica induzida por E. coli em animais com TAE.

e Avaliar o infiltrado de neutréfilos no pulmédo por meio da deteccédo da enzima
Mieloperoxidade (MPO) de animais com TAE induzidos a infeccdo sistémica por E.

coli.



4 METODOLOGIA

4.1 Animais experimentais

Para execugcdo dos procedimentos experimentais foram utilizados
camundongos isogénicos Balb/C entre 06 a 08 semanas, provenientes do Biotério
da Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB) e Biotério da USP Ribeirdo Preto
(Autorizacdo do comité de ética CEUA: 022/2015). Os animais foram mantidos em
temperatura constante (23°C) em um ciclo claro/escuro, com livre acesso a ragéo e
agua. Em todos os experimentos utilizou-se o nimero amostral de 5 animais por
grupo. A eutanasia dos animais experimentais nos procedimentos foi feita por

aprofundamento em anestesia (Cetamina 150 mg.kg™ e Xilazina 15 mg.kg™).
4.2 Protocolo experimental
O desenho experimental se deu em trés etapas: 1.Padronizacdo do tumor

ascitico de Ehrlich (TAE), 2.Padronizacdo da infeccdo sistémica por E. coli

3.Padronizacao do tumor associado a infec¢ao (Figura 5).

Etapa 1 Etapa 2
Padronizagao

E. coli

1x107 3 x10°

Células TAE UFC E. coli
Etapa 3
2lo de TAE e Infecgao
Por E. coli

Figura 5. Estapas da padronizacdo do modelo de TAE associado a infeccéo

sistémica por E. coli.
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ETAPA 1. Na padronizacdo do TAE foram feitas diversas avaliagdes, cinética
de crescimento tumoral, viabilidade celular, anélise da migracdo de leucécitos, peso,
volume e numero de células TAE. Com estes dados foi determinado o numero de
células tumorais que iram compor o modelo sugerido.

ETAPA 2. Na infeccdo sistémica por E. coli determinou-se o numero de UFC
necessario para composi¢cdo do modelo proposto. Foram feitos os seguintes testes:
curva de crescimento bacteriano, determinacdo do inoculo e sobrevida dos animais
com diferentes cargas bacterianas.

ETAPA 3. Na caracterizacdo e padronizacdo do modelo de TAE associado a
infeccdo sistémica por E. coli, foi feita a avaliacdo da sobrevida dos animais com
diferentes numeros de UFC, com o intuito de ajustar a melhor carga bacteriana em
conjunto com o tumor. Apés a sobrevida o melhor nimero de carga bacteriana foi
associado novamente ao tumor, caracterizando-o com diferentes tipos de analises:
peso e volume tumorais, numero de células tumorais, viabilidade celular, infiltrado
leucocitario recuperacdes bacterianas do sangue, do lavado peritoneal e do pulméo,

dosagem de MPO do pulméo e permeabilidade vascular.
4.3 Manutencédo das células tumorais de Ehrlich

A manutencdo das células tumorais foi executada conforme descrito por
(CALIXTO-CAMPOS et al., 2013) com modificagcbes. Resumidamente as células
tumorais foram avaliadas quanto a viabilidade celular determinada pelo método de
exclusdo utilizando azul de Tripan (0,5%) em camara de Neubauer. As células
tumorais foram inoculadas intraperitonealmente (i.p) numa concentracdo de 1x10’
em dois animais recipientes. Apos 7 dias da induc¢do do tumor o liquido ascitico foi
coletado por puncao intraperitoneal o pellet foi suspendido em solucéao fisiolégica e
inoculado em outros animais. Esse procedimento foi executado semanalmente até o

término experimental.
4.4 Cinética de crescimento tumoral
Baseando-se na literatura (VINCENT; NICHOLLS, 1967) a quantidade de

células tumorais usadas respectivamente para inducdo do TAE foi 1x10°, 1x10°,

1x10’ diluidas em solugéo salina 0,9% estéril.
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Todos os animais receberam 200 pL do inéculo contendo células tumorais em
diferentes concentragfes por via intraperitoneal. A partir do in6culo das células
tumorais os animais foram monitorados quanto a sobrevida e o peso para a
caracterizacado do crescimento tumoral. Ao final do experimento no 7° dia os animais
foram pesados (Figura Apéndice 1A). Injetou-se 3 mL de solugao salina na cavidade
peritoneal e o liquido foi coletado por puncdo intraperitoneal, sendo este
armazenado em tubo graduado. Logo apds foi realizada a pesagem da carcaca dos
animais para determinacdo do peso do tumor, o qual foi expresso em gramas sob a
seguinte formula (pf - pc = pt), sendo (pf) peso final do camundongo, (pc) peso da
carcaca apos coleta, e (pt) peso do tumor. A determinacdo do volume do tumor foi
feita a partir do volume do pellet observado em tubo graduado.

4.5 Diferenciagéo celular do lavado peritoneal

Posteriormente a eutanasia dos animais, as cavidades peritoniais dos mesmos
foram lavadas com 3mL de salina/EDTA. O lavado peritoneal foi centrifugado
separando-se pellet e sobrenadante para analise posteriores. O pellet foi usado para
contagem total em camara de Newbauer, avaliacdo da viabilidade com azul de
Tripan. Posteriormente foram preparadas laminas para diferenciacdo celular,
coradas com panotico rapido, sendo em seguida analisadas em microscopio
Optico,com objetiva de 100x. Foram diferenciadas as células tumorais dos seguintes
leucocitos: neutrofilos, basdfilos, macréfagos e eosindfilos (FERRANDIZ; ALCARAZ,
1991). Os valores celulares foram expressos como numero de células x 10" por

mililitro.

4.6 Modelo de infecgé&o sistémica induzida por E. coli

Para determinacdo de unidades formadoras de colénias (UFC). mL™,
anteriormente avaliou o crescimento bacteriano de E. coli (Figura ApéndiceB1). Uma
coldnia da cepa bacteriana E. coli ATCC 25922, previamente crescida overnight em
meio BHI (Brain Heart Infusion) foi inoculada em 5 mL de meio MH (Mueller Hinton)
caldo, e levadas ao shaker com temperatura e rotacdo controladas (37 °C, 200 rpm),
por 18 h. ApGs este periodo 200 pL da suspensao bacteriana foi inoculada em 10 mL

de meio MH caldo novo e levada ao shaker (37 °C, 200 rpm) por um intervalo de 1 h
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e 20 min, apos este intervalo foram feitas leituras em espectrofotdmetro a 600nm a
cada 30 min até se obter uma densidade O6ptica(O.D) ~1,0 em absorbancia de
600nm. Ao atingir essa densidade Optica as suspensdes bacterianas foram diluidas
em série e semeadas pelo método de micro gotas em placas de Petri contendo meio
MH agar. As placas foram incubadas em uma estufa a 37 °C por 18 h. Logo apés as
colénias bacterianas crescidas nas placas foram contadas em contador automatico
de UFC para determinacdo do nimero de UFC.mL™* na O.D ~ 1,0. Foram feitas
triplicatas bioldgicas e técnicas (Tabela Apéndice B1).

O in6culo bacteriano foi preparado imediatamente antes da inoculacdo, e
ressuspendido em 10mL de solucéo salina estéril 0,9%. Ao final o pellet foi eluido e
os volumes foram ajustados para as cargas bacterianas, ~1x108, 3x10° e 7x10° UFC.
Todos os procedimentos foram feitos em condi¢cdes estéreis e com as bactérias
mantidas em gelo até o momento da inoculacéo (Tabela Apéndice B2).

Os animais receberam intraperitonealmente 200ul do in6culo bacteriano
exceto grupo controle que s6 recebeu solucéo fisiolégica no mesmo volume. Todos
0os animais foram monitorados durante sete dias ou até a sua morte, para

determinacao da taxa de mortalidade (SILVA et al., 2016).

4.7 Modelo de tumor ascitico de Ehrlich (TAE) associado a infeccéo

sistémica por E. coli
4.7.1 Curvade sobrevida

Os animais receberam intraperitonealmente o tumor ascitico de Ehrlich (TAE)
na concentracdo de 1x10’ células como descrito anteriormente no experimento de
dindmica de crescimento tumoral. Apés 7 dias esses animais foram infectados por
indculo bacteriano de E. coli 3x10° UFC , previamente preparados como descrito
anteriormente no modelo de infeccao sistémica induzida por E. coli. Como controles,
animais foram inoculados apenas com o TAE e desafiados com solug¢éo salina 0,9%,
e sem TAE apenas induzidos com solucéo salina 0,9% e infectados por E. coli. Foi
feito o acompanhamento dos animais por 7 dias ou até a morte para definicdo da
taxa de mortalidade (Tabela Apéndice C1 e Figura Apéndice C1).
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4.7.2 Quantificacdo bacteriana no sangue, pulméo e liquido ascitico

A quantificacdo bacteriana foi avaliada como descrito por (SILVA et al., 2016)
resumidamente, os camundongos com tumor ascitico de Ehrlich e induzidos a
infeccdo sistémica por E. coli foram sacrificados 6 horas apos a inducéo da infeccao
sistémica. O sangue foi coletado por puncao cardiaca e o peritbneo foi lavado com
3,0 mL de solucéo salina estéril e também coletado. Aliquotas foram diluidas em
série, e semeadas em micro gotas em meio agar Muller-hinton (Difico). Todo o
procedimento foi feito sob condicdes estéreis. Apds a semeadura, as placas foram
incubadas por 24h a 37°C e o numero de UFC foi expresso como Logi;o UFC por
mililitro da amostra. Quanto ao sangue este foi coletado por puncéo cardiaca, diluido
e semeado seguindo o protocolo usado acima. Ja o pulmdo foi removido
cirurgicamente e um l6bulo foi pesado, triturado e diluido em série como descrito

acima, o numero de UFC foi expresso como Log;o UFC por grama de tecido.

4.7.3 Determinacado do infiltrado de neutréfilos nos pulmdes através da

atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

A intensidade do acumulo de neutréfilos nos pulmdes de animais inoculados
com tumor de Ehlich e induzidos a Infeccdo sistémica por E. coli foi aferida pelo
ensaio da mieloperoxidase (SOUZA et al., 2001). Para tanto, apenas um Iébulo dos
pulmdes foi colocados em 200uL de tamp&o NaCl a 0,1M; NaPO, a 0,02M e
NaEDTA a 0,012M gelado (pH 4,7) este foi triturado com auxilio de uma tesoura. O
homogeinato foi em seguida centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Foi
realizado entdo um choque hipoténico no “pellet” de células com 600 ul de NaCl a
0,2%, seguido por 600 pl de uma solucdo de NaCl a 1,6% e glicose a 5%. Depois de
nova centrifugacéo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o “pellet” foi ressuspenso em
tampédo NaPO, (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir esse homogeneizado foi congelado
e descongelado trés vezes em nitrogénio liquido e novamente centrifugado a 13.000
rpm por 15 minutos a 4°C. Apés centrifugacéao, 30uL do sobrenadante das amostras
de pulmdes foram colocados em placa de 96 pocos para o ensaio. Em cada poco
foram adicionadas 25uL de TMB (“3, 3’, 3, 3’-tetramethylbenzidine” — 1,6 mM final na
placa) e a placa foi incubada por 5min. Logo apds, 100 pyL de H,O, (0,5 M final na
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placa) foram adicionados nos poc¢os e a placa foi incubada por mais 5 min. A seguir
a reacao foi interrompida com acido sulfarico a 4M. A quantificagdo dos neutrofilos
foi feita a partir de uma curva padréo de neutrdéfilos (obtidos da cavidade peritoneal
de camundongos) apos 6h do estimulo com carragenina, os quais foram diluidos em
série em NaPO,; a 0,08M (1x10° neutréfilos/ poco/ 50uL). Foi determinada a
absorbancia em leitor de ELISA (Spectra Max 250; Molecular Devices) no
comprimento de onda de 450nm. Resultados expressos como namero de neutrofilos

por 0,19 de tecido.

4.7.4 Permeabilidade vascular

Para avaliacdo da permeabilidade vascular, utilizou-se o corante azul de
Evans por via intravenosa. Ap6s 7 dias de inoculacdo do TAE (1x10'), os animais
receberam uma carga bacteriana intraperitoneal de 3 x 10° de E. coli. Apés 1 hora os
animais foram anestesiados, para a inoculacdo intravenosa no plexo orbital do
corante azul de Evans (20mg.kg™). Apés 6h dada & inoculacdo das bactérias os
animais foram eutanasiados e o peritbnio dos animais foi lavado com uma solugao
fisiolégica 0,9% (3mL por cavidade). O lavado peritoneal foi entdo centrifugado e o
sobrenadante foi semeado (200pL. poco™) para avaliagdo em ELISA a uma
absorbancia de 650nm (Figura Apéndice D1). Foram feitas triplicatas técnicas de
cada animal (CORVALAN, 1994). Os resultados foram expressos como quantidade
do corante azul de Evans pM. mL™, baseando-se numa curva padréo por regressdo
linear ja conhecida do corante (100 uM- 0,001 puM).

4.8 Analise estatistica

Todas as andlises foram feitas utilizando-se o programa “GraphPad prism
versao 6.01”. Nos casos de diferentes tratamentos, o teste de analise de variancia
(Cespedes et al.) foi utilizado para comparar as diferencas entre eles, podendo ter
um fator ou dois fatores. Em todos os casos, comparagfes individuais foram
testadas com teste t de Bonferroni (comparagbes multiplas). O numero (n) de
animais por grupo experimental estd descrito nas figuras. Os resultados foram
expressos como média £ EPM e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas a partir de p<0,05.
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As curvas de sobrevida foram expressas como percentagem de camundongos
vivos observados em um intervalo de 24h durante os 7 dias avaliados*. Para a
analise estatistica das curvas de sobrevida foi utilizado o teste Mantel-Cox logrank

(X? “chi-squared”), e as diferengas foram consideradas estatisticamente diferentes a
partir de P<0,05.

* 06 de sobrevida = n° de animais vivos até o intervalo de tempo avaliado x 100

n° de animais no inicio do experimento



5 RESULTADOS

5.1 Cinética de desenvolvimento do TAE em camundongos Balb-C

Os experimentos iniciais foram conduzidos com intuito de avaliar a cinética do
crescimento do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) em camundongos Balb-C e deste
modo definir nimero de células tumorais a serem utilizadas no modelo proposto. A
partir de dados da literatura foram definidos trés nimeros de células tumorais (1x10°,
1x10° e 1x10") para inoculagéo nos animais, objetivando obter desenvolvimento do
tumor em sete dias, porém sem que houvesse Obito dos animais ou sinais de
sofrimento, caracterizado por Fernandes, 2015. Nossos resultados demonstram que
o ganho de peso dos animais apds a injecdo de 1x10’ células do TAE foi de cerca
de 20% (p<0,001™") apds sete dias em relacdo ao peso inicial. As injecdes de 1x10°
e 1x10° células do TAE ndo foi capaz de induzir aumento ponderal de modo
significativo até o sétimo dia de observacéo (Figura 6A). No periodo avaliado néo
foram registrados 6bitos de animais em todos os indculos de TAE utilizados.

Corroborando aos resultados anteriores de que 1x10’ células do TAE é capaz
de induzir o desenvolvimento tumoral com sucesso, foi avaliada a razao entre o peso
final dos animais apds sete dias e o peso da carcaca apdés a coleta do liquido
ascitico, para representar o peso referente ao tumor especificamente. Foi observado
que os camundongos que receberam a maior inéculo tumoral (1x10°) apresentaram
massa tumoral 86% e 71% maior (p<0,001***) quando comparado aos grupos que
receberam 1x10° e 1x10° células respectivamente (Figura 6B). Os grupos inoculados
com 1x10° e 1x10° células ndo apresentaram diferencas no peso tumoral entre si.
Do mesmo modo, quando avaliamos o volume do tumor, nossos resultados
demonstraram que no grupo que recebeu 1x10’ de células TAE, o volume do tumor
foi cerca de 64% e 34% maior em relagdo aos o grupos inoculados com 1x10° e
1x10° células respectivamente (Figura 6C). Esses dados em conjunto indicam que a
injecdo intraperitoneal de 1x10” de células do TAE é capaz de induzir expressivo

desenvolvimento tumoral apds sete dias.
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Figura 6. Cinética de crescimento tumoral em camundongos Balb/C (n=5), apos
inducdo do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) com diferentes concentracfes
(1x10°,1x10° e 1x10") num periodo de sete dias. a) Ganho de peso corporal de
animais. b) Peso em gramas do TAE (peso final — peso da carcaca). ¢) Volume do
tumor apoés a centrifugagéo. *** p<0,001, ** p<0,01 significAncia quando comparado
ao grupo 1x10°. #* p<0,00, *p<0,05 significancia quando comparado ao grupo 1x10°.
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Visto que a progressdo do TAE induz ao acumulo de liquido ascitico e fibrina
na cavidade peritoneal de camundongos, foi avaliado o numero de células contidas
no tumor. O nimero de células do grupo que recebeu o inéculo 1x10’ foi
significativamente maior (35 e 65% respectivamente; p<0,01**) quando comparado
aos grupos que receberam 1x10° e 1x10° células (Figura 7A). Quanto a viabilidade
celular esta se manteve na ordem de 90% e foi similar para todos 0s grupos
analisados (Figura 7B). Na (Figura 7C) pode ser observada as caracteristicas
morfologicas de TAE.

Uma vez que o desenvolvimento do TAE é capaz de estimular a migracao de
leucécitos para a cavidade peritoneal de camundongos verificamos que 1x10’
apresentou uma migracao maior (*p<0,05) que os animais que receberam o inodculo
1x10° sete dias de indugdo do tumor (Figura 8A). Na Figura 8B esta demonstrado

que os leucdcitos predominantes foram os macrofagos e eosindfilos
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Figure 8. Andlise do infiltrado leucocitario e células tumorais peritoneal de
camundongos (n=5) Balb/C apds sete dias da a inducdo do TAE em diferentes
concentracdes (1 x 10°, 1 x 10%e 1 x 10).a) Leucécitos totais coletados a partir da
lavagem peritoneal, contagem diferencial em microscopio Optico objetiva de 100 X,
diferenciacdo celular feita em 100 células. b) NUumero de neutréfilos presentes na
cavidade peritoneal.***p<0,001 significAncia quando comparado ao grupo 1 x 10°.
##<0,001 significancia quando comparado ao grupo 1 x 10°.
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5.2 Caracterizacao da infeccao por E. coli em camundongos Balb-C

Para a padronizacdo da infeccédo sistémica por Escherichia coli para nosso
modelo experimental, inicialmente foi determinada a carga bacteriana capaz de
induzir 40% a 0% de sobrevida até do sétimo dia. Foram avaliados inoculos
bacterianos contendo 1x108, 3x10° e 7x10°> UFC. Na curva de sobrevida foi possivel
observar que 24h apés a inoculacdo da E. coli, os animais que receberam 3x10° e
1x10® UFC apresentaram 20% de sobrevida comparado ao grupo controle que
recebeu somente salina 0,9%. J4 os animais que receberam 7x10° UFC
apresentaram 100% de sobrevida. A partir dessas observagbes, 0s proximos
experimentos foram conduzidos com a inoculacdo de 3x10° UFC de E. coli

(Figura9).
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Figure 9. Curva de sobrevida de camundongos Balb/C (n=5) desafiados com
diferentes in6culos de E. coli ATCC 25922 (1x108, 3x10° e 7x10°) avaliados por 168
horas totalizando 7 dias.
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5.3 Caracterizacdo do modelo de TAE e E. coli em camundongos

Balb-C

A (Figura 10) representa a curva de sobrevida de camundongos inoculados
com TAE (1x10°) e apés sete dias desafiados com E. coli (3x10° UFC). Os dados
demonstram taxa de sobrevida de 40% no grupo no qual os animais receberam
apenas o0 inoculo bacteriano, ja aqueles que receberam as células TAE e
posteriormente as bactérias houve diminuicdo da taxa de sobrevida, que atingiu 0%
de sobrevida no quinto dia de observacdo. Os animais que receberam apenas as
células do TAE apresentaram 100% de sobrevida até o final experimental.
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Figura 10: Curva de sobrevida em camundongos Balb/C (n=5) em modelo de tumor
ascitico de Ehrlich (TAE) 1 x 10’ associado & infeccdo por E. coli. Os animais
receberam o tumor de Ehrlich (i.p) ou salina 0,9% estéril (i.p). No sétimo dia da
inducdo do tumor e indculo com salina os animais foram infectados com diferentes
indculos (1x107, 3x10° e 1x10° UFC) de E. coli ATCC 25922. Um grupo de animal
com TAE recebeu apenas salina 0,9%. Os animais foram monitorados diariamente
por 168 horas, 7 dias.

Para avaliacdo do modelo do tumor de ascitico Ehrlich associado a infec¢ao
por E. coli os mesmos parametros usados para avaliacdo do crescimento tumoral
empregados anteriormente foram utilizados. Nossos dados demonstram que tanto
0s animais inoculados apenas com o TAE bem como aqueles que receberam
também o inéculo bacteriano apresentaram crescimento do tumor evidenciado pelo

aumento ponderal de cerca de 10% no sétimo dia quando ao peso inicial. Entretanto
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a associacdo da E. coli ndo foi capaz de modificar o crescimento tumoral, uma vez
que nao houve diferenca no peso dos animais que receberam o TAE ou TAE
associado a E. coli. Esse aumento ponderal também foi significativo quando
comparado aos animais que receberam salina ou apenas E. coli sem o TAE (Figura
11). Do mesmo modo, tanto os animais que receberam o TAE como grupo co-
infectado com TAE e E. coli apresentaram crescimento da massa tumoral e numero
de células similares (Figura 12A e B) quanto ao volume do tumor (Figura 12C) este
também nao mostrou diferenca nos grupos em que foi induzido o tumor. Nossos
resultados sugerem que a infeccéo por E. coli ndo foi capaz de alterar a progressao

do crescimento tumoral.
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Figure 11. Cinética de crescimento tumoral do modelo de TAE associado a infecgéo
sistémica por E. coli. Ganho de massa corporal dos animais no intervalo de sete
dias.*p<0,05 significancia Salina + Salina. *p<0,05 significancia Salina + E. coli.
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Figura 12. Caracterizacdo tumoral do modelo de TAE associado a infecgéo
sistémica por E. coli. a) Peso final - peso da carcaca para estimar em gramas o peso
do tumor ao final de sete dias. b) Volume TAE ap06s centrifugagdo c¢) Numero de
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Figura 13. Recuperacdo bacteriana do sangue e do lavado peritoneal de animais
(n=5) em modelo de TAE e infeccdo por E. coli. Seis horas apds o inéculo da
bactéria foi realizada a coleta do sangue total por pungédo cardiaca e coletado o
lavado. Estes foram diluidos e semeados em micro gotas. Realizou-se a contagem
do namero de unidade formadora de colbénias (UFC).Os resultados foram expressas
com a escala Log;o UFC.mL™.a) UFC de E. coli no sangue. b) UFC de E. coli lavado.
Foram feitas triplicatas técnicas. ***p<0,001 significancia Salina+ Salina.” p<0,001
significancia TAE+ E. coli. ++p<0,01 significancia salina + E. coli.
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Posteriormente foi investigado o comportamento da infecgdo na presenca ou
auséncia do TAE por meio da determinacdao de UFC no lavado peritoneal e no
sangue (Figura 13). Nossos resultados demonstram que ndo houve diferenca
estatistica no numero de bactérias encontradas no lavado peritoneal dos animais
pré-inoculados ou ndo com TAE (Figura 13A). Entretanto, quando os animais foram
avaliados quanto & presenca de bactérias na corrente sanguinea pode-se verificar
que o grupo que foi inoculado com TAE e posteriormente com E. coli apresentou
aumento de cerca de 60% no namero de UFC no sangue, quando comparado ao
grupo que recebeu apenas E. coli (Figura 13B), indicando a disseminacdo da
bactéria.

Quando avaliamos a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal foi
possivel observar que os camundongos inoculados com TAE e E. coli apresentaram
aumento no namero de leucdcitos em cerca de 80% quando comparado aos animais
gue receberam apenas E. coli ou somente o TAE (Figura 14A). Nossos resultados
demonstram que o tipo celular predominante no grupo inoculado com E. coli e TAE
foram os neutrdfilos, enquanto nos animais apenas com o TAE foram encontrados
majoritariamente macréfagos (Figura 14B). N&o foram observadas diferengas
significativas entres os grupos quando foi avaliado o numero de eosindfilos e
basdfilos.

Visto que na co-infeccdo TAE e E. coli houve o acesso de bactérias para a
corrente sanguinea, apesar do aumento da migracao de neutrofilos para a cavidade
peritoneal, objetivou-se avaliar a caracterizada por infiltracdo de e bactérias e
neutréfilos nos pulmdes (Figura 15A). Os resultados demonstram que a associa¢cao
do TAE a E. coli foi capaz de induzir o aumento de cerca de 60% no namero de
neutréfilos no pulmdo quando comparado ao grupo que recebeu apenas a bactéria
ou o TAE. O aumento de neutrofilos nos pulmdes pode estar associado ao
deslocamento das bactérias para a corrente sanguinea e consequentemente para 0s
pulmbes. Corroborando essa hipétese, foi demostrado que os camundongos
inoculados com TAE associado a E. coli apresentaram aumento no numero de UFC
nos pulmdes (56%) quando comparado ao grupo que recebeu apenas com E. coli
(Figura 15B).
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Figura 15. Dosagem de MPO e Recuperagcdo bacteriana do pulmdo de animais
(n=5) em modelo de TAE e infecg&o por E. coli. a) Na determinacdo da atividade da
enzima MPO no pulméo, apdés os processos de lise 10ul do sobrenadante foi
utilizado para dosagem da enzima. A analise da absorbéancia foi feita em ELISA,
450nm. Os dados foram expressos como numero de neurofilo por 0,1g do pulmé&o.
b) Na recuperacédo bacteriana do pulméo um Iébulo do pulm&o de cada animal foi
pesado e triturado em 0,8 mL de salina estéril 0,9%, foi feita a diluicdo seriada (sem
diluicdo, 1:10. 1:100, 1:1000) e foi semeado em micro gotas em meio agar MH. O
namero de unidade formadora de colbénias (UFC) foi expresso com a escala Logio
UFC.g™* de tecido. Foram feitas triplicatas técnicas. ***p<0,001,** p<0,01, *p<0,05
significancia Salina+ Salina. *#p<0,001, # p<0,05 significancia TAE+ Salina.x*p<0,01
significancia Salina+ E. coli.
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Visando elucidar o possivel mecanismo envolvido na dispersdo de bactérias
para a corrente sanguinea, foi investigado o impacto do crescimento tumoral sobre a
permeabilidade de vasos do mesentério. Os dados demonstram que o TAE é capaz
de aumentar em cerca de 100% a permeabilidade vascular quando comparado ao

grupo que recebeu apenas salina ou E. coli (Figura 17).
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Figura 16. Avaliacdo da permeabilidade vascular em modelo de TAE e infeccdo por
E. coli. Os animais (n=5) receberam o tumor ou salina (i.p), apds sete dias os
animais foram infectados com E. coli ou receberam apenas salina, apés dada 1h da
infeccdo os animais receberam uma injecédo intravenosa (plexo ocular) contendo
azul de Evans 20mg/kg .Seis horas ap6s o indculo os animais foi realizada a coleta
do liquido ascitico, injetou-se 3mL de Salina/EDTA no peritbnio e por puncao
intraperitoneal foi realizada a coleta do liquido. O Liquido coletado foi centrifugado e
foi feita a leitura do sobrenadante em ELISA a 650nm. Foram feitas triplicatas
técnicas de cada animal. Os resultados foram expressos como quantidade do
corante azul de Evans pM.mL™*, baseando-se numa curva padrdo ja conhecida do
corante (100 uM - 0,001 uM).**P<0,001 significancia a Salina+ Salina. «««p<0,001
significancia a Salina+ E. coli.



6 DISCUSSAO

Em nosso trabalho foi possivel padronizar e caracterizar um modelo de tumor
associado a infeccdo sistémica por E. coli. Inicialmente os protocolos de
desenvolvimento tumoral e da infeccdo bacteriana foram estabelecidos
isoladamente, para que posteriormente fosse realizada a co-infeccao.

O tumor ascitico de Ehlich (TAE) pode ser caracterizado por aumento
progressivo das células tumorais e do liquido ascitico (FERNANDES et al., 2015)
acompanhado por uma resposta inflamatoria local. O TAE tém-se demonstrado ao
longo de décadas como um modelo animal de cancer amplamente utilizado, tanto
para a caracterizacdo da progressao tumoral (BRENNEMAN; MATHUR; SPECTOR,
1975; MATHUR; SPECTOR, 1976; VINCENT; NICHOLLS, 1967), quanto para
avaliacdo da participacdo da resposta inflamatéria na progressao tumoral
(FERNANDES et al., 2015; RITTENHOUSE; RITTENHOUSE; TAKEMOTO, 1978)
além do emprego na determinacdo da atividade antitumoral de novos
farmacos(AGRAWAL et al.,, 2011; FERREIRA et al.,, 2012; HASSAN; IBRAHIM,
2014; KIMOTO et al., 1983; MANSOUR; EID; EL-ARNAOUTY, 2017; OURIQUE et
al., 2016). Devido a estas caracteristicas e alta taxa de replicabilidade, o TAE foi
escolhido como nosso modelo experimental.

As infeccbes sistémicas bacterianas que caracterizam o quadro de sepse
variam de acordo com a estirpe e viruléncia da bactéria e carga bacteriana que
atinge o paciente ou inoculada em animais experimentais (FINK, 2014; LEVER;
MACKENZIE, 2007). O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) é
proporcional a taxa de sobrevida dos animais. Quanto mais alto o nimero de UFC
mais rapida e mais agressiva sera a infeccdo e menor a taxa de sobrevida (DOI et
al.,, 2009; FINK, 2014; LEVER; MACKENZIE, 2007). Desse modo para
caracterizacdo da infeccdo sistémica por E. coli foi definida a carga bacteriana
(UFC) a ser utilizada no modelo proposto. Buscou-se uma carga bacteriana capaz
de induzir de 40-20% de sobrevida nos animais estabelecendo-se entio 3x10° UFC
como ideal, visto que causou uma taxa de sobrevida de 20% até as primeiras 24h.
Ap6s definir também o nimero de células TAE como 1x10’ foram realizadas

analises do efeito dessa associagéo.
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Na caracterizacdo do tumor observamos que mesmo frente a infeccao por E.
coli, o tumor ndo apresentou diminuicdo do volume, da massa e do numero de
células tumorais, demonstrando que a infeccdo nao parece exercer qualquer
interferéncia na progresséo tumoral como demonstrado por (CRONIN et al., 2010)
pela observacdo em tempo real com método de bioluminescéncia da migracao apoés
a inoculacdo venosa de bactérias, para o foco tumoral e consequentemente
proliferacdo nessas regides, ndo demonstrando interferéncia alguma no crescimento
tumoral. Por outro lado, o ambiente tumoral pode induzir o aumento do crescimento
bacteriano, conforme demonstrado por diversos trabalhos com diferentes tipos de
bactérias(CRONIN et al., 2010, 2012; LESCHNER; WEISS, 2016) em que sugerem
gque as bactérias podem ser utilizadas como carreadoras de medicamentos
antineoplasicos devido a capacidade de crescimento que estas apresentam no
ambiente tumoral em todos experimentos foi possivel observar o deslocamento
bacteriano apds inoculacdo intravenosa para o foco tumoral.(BABAN et al., 2010;
CRONIN et al.,, 2016; HOFFMAN, 2011; TANGNEY, 2010) O ambiente tumoral
pode-se mostrar propicio ao crescimento bacteriano possivelmente pela hipdxia
localizada no ambiente tumoral, pela variagdo da resposta imune local e a
vascularizacdo do local do tumor, mas a razdo pelo qual realmente as bactérias
tendem a crescer no ambiente tumoral ainda ndo esthd totalmente
estabelecida(CRITCHLEY; JEZZARD; VASSAUX, 2009; TANGNEY, 2010; YU,
ZHANG; SZALAY, 2008). Demonstramos em nossos resultados que a progressao
tumoral ndo se altera apés a infeccdo por E. coli sugerindo que a diminuicdo da
sobrevida dos animais com TAE e E. coli est4 associado ao processo de infeccéo
sistémica e que o tumor de Ehrlich proporciona um ambiente ideal para o avanc¢o da
infeccdo diminuindo a sobrevida em comparagédo aos grupos em modelos de TAE e
infeccéo isolados(HOTCHKISS; MOLDAWER, 2014; WILLIAMS et al., 2004).

Ao avaliarmos a infeccdo observamos que o numero de bactérias no sangue
nos animais do modelo de TAE e E. coli foi maior quando comparado ao grupo que
s6 recebeu E. coli, um evento importante que pode estar intimamente relacionada a
diminuicdo da sobrevida dos animais com TAE e E. coli. Enquanto no periténio, o
namero de bactérias nesses dois grupos (Salina e E. coli, TAE e E. coli) néo foi
diferente. Em uma infeccéo sistémica a disseminacdo da bactéria se da por meio

dos vasos sanguineos. Bactérias Gram negativas como E. coli apresentam



46

endotoxinas (LPS) que podem levar ao aumento da permeabilidade microvascular
possibilitando assim o acesso a vascularizagdo(VAN EIJK et al., 2005).

Pacientes com cancer se mostram mais susceptiveis a infeccoes,
principalmente a de cunho sistémico a sepse. Vem sendo demonstrado que
pacientes oncoldgicos que enfrentam um quadro se sepse apresentam uma menor
taxa de sobrevida (CHANOCK, 1993; STAUDINGER; PENE, 2014). Nos Estados
Unidos foi feito uma estimativa em centros oncoldgicos que demonstra que dentre 0s
pacientes com cancer 9% das mortalidades é devido a sepse(HARTNETT, 1989;
WILLIAMS et al., 2004).

O TAE também pode contribuir para o aumento da permeabilidade vascular o
que poderia estar ampliando a disseminacao de E. coli para a corrente sanguinea
dos animais com TAE e E. coli (FASTAIA; DUMONT, 1976; FERNANDES et al.,
2015; HEMPLING, 1960; LAMBERT; HOFFMANN; CHRISTENSEN, 1987; MAEDA
et al., 2000; TEPLOVA et al., 1998). Nossos dados corroboram a hip6tese de que o
TAE € capaz de induzir o aumento de permeabilidade vascular. A ascite
desenvolvida pelo TAE pode estar relacionada a inflamacéo local apés a inoculacdo
das células tumorais. A resposta inflamatéria exacerbada acarreta no aumento da
permeabilidade vascular o que possibilita o extravasamento do exsudato no local da
inducdo tumoral, o aumento do liquido ascitico € progressivo e irreversivel. Ao
caracterizar a resposta inflamatéria do TAE, Fernandes e colaboradores (2015),
demonstrou uma imunossupressao provocada nos organismos dos animais com
TAE favorecendo o crescimento tumoral, eles demonstram que na fase da
progresséao tumoral h4 um aumento na producao de NO, o qual ja estd bem descrito
gue desempenha um papel importante na imunossupressao do organismo. Ha
também a producéo elevada de Prostaglandina E2 (PGE2) e aumento de IL-10 que
podem estar associados a supressdo de macréfagos. O que nos leva a sugerir que
possivelmente essas caracteristicas ja bem estabelecidas do TAE, poderiam estar
aumentando a susceptibilidade dos nossos animais com TAE a desenvolverem uma
infecgdo sistémica mais agravante por E. coli, resultando em menor sobrevida.

Ja foi descrito que em infec¢des sistémicas o agravamento do quadro do
paciente se da pela resposta inflamatoéria desacerbada frente a infeccédo (SCHULTE
et al., 2013). No pulmé&o néo é diferente disso, a presenca das bactérias leva ao
aumento da permeabilidade vascular, o que por sua vez leva ao acumulo de

exsudato nos alvéolos pulmonares acometendo a um edema pulmonar caracterizado
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como sindrome da angustia respiratéria aguda que em muitos casos levam a morte
do paciente em poucas horas (KIM; HONG, 2016; MARKIEWSKI; LAMBRIS, 2007,
MULLIGAN et al., 1996)

Em infec¢Bes sistémicas ja foi demonstrado que o pulmao poder ser o principal
orgdo afetado, embora os mecanismos ainda ndo estejam bem definidos (BURAS;
HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005; SCHULTZ; VAN DER POLL, 2002). Pode-se
sugerir que o aumento da permeabilidade microvascular pode estar associado a
migracdo das bactérias a partir da corrente sanguinea. O processo inflamatorio pode
ser desencadeado apds o reconhecimento de componentes bacterianos, como as
endotoxinas (LPS) presentes em bactérias Gram-negativas, por receptores como o
Toll-like (TLR) presentes nas células do hospedeiro.(HOSHINO et al.,, 1999;
ROSSOL et al., 2011). Ap6s o reconhecimento células do sistema imune inato como
macrofagos presentes no local da infeccdo ha desencadeamento de uma resposta
pro-inflamatéria exacerbada com a secrec¢do de citocinas (IL-1a, IL-183, IL-6, TNF-a e
IFN-y entre outras) e quimiocinas (CCL17, CCL22 e CCR4), as quais participam do
recrutamento de neutréfilos e macrofagos (CHAUDHRY et al.,, 2013; NESS et al.,
2006; TRAEGER et al., 2008). O aumento dessas células acarreta em aumento de
permeabilidade vascular, o que facilita o acesso bacteriano ao tecido pulmonar(VAN
DER POLL et al., 2017). Em modelos de sepse induzidas por E. coli , por LPS ou
ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP), ja foi caracterizado que apés algumas horas da
a infeccdo ha um aumento significativo de bactérias nos pulmdes dos animais(FINK,
2014; GARRIDO; FIGUEIREDO; SILVA, 2004). A presenca significativa de bactérias
no pulmédo de animais com TAE e E. coli, nos leva a propor que o aumento da
permeabilidade vascular que o TAE confere aos animais, proporciona as bactérias
uma via de acesso mais rapida a corrente sanguinea e consequentemente a
proliferacdo das bactérias no pulm&o, o que condiz com 0s nossos resultados
(BENJAMIM et al., 2002; COLLIN et al., 2004; RAZAVI et al., 2004).

Como demonstrado anteriormente o processo inflamatorio desencadeado pela
infeccdo, que acomete o0s animais, envolve células de defesa, mediadores
inflamatorios e vascularizacdo (LONDON et al., 2010; MAYR; YENDE; ANGUS,
2014; VAN DER POLL et al., 2017). Ja foi demonstrado que qualquer tipo de tecido
vascularizado pode ser o alvo de infecgdes. Como visto anteriormente o TAE facilita
a entrada das bactérias na corrente sanguinea devido ao aumento da

permeabilidade vascular, propiciando a infecgdo em sitios longe do foco infeccioso
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inicial. O pulm&o é um 6rgédo extremamente vascularizado e em nosso experimento
assim como em outros trabalhos com infecgbes sistémicas este pode ser
considerado como orgdo alvo da infeccdo (DE SOUZA COSTA et al.,, 2015). A
presenca de bactérias no pulmdo, por sua vez desencadeia um processo
inflamatorio local, com a producdo de mediadores pro-inflamatérios como citocinas
(IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y) e quimiocinas (CCL17, CCL22 e CCR4) que
atuam no recrutamento dos neutréfilos, macrofagos e linfocitos para o foco
inflamatorio (CHAUDHRY et al., 2013; SCHULTE et al., 2013).

Outros fatores podem contribuir para o agravamento e diminuicdo da taxa de
sobrevida em pacientes com cancer e que desenvolvem infecgéo sistémica, como o
quadro de imunossupressao acarretado pelo cancer (HOTCHKISS; MONNERET;
PAYEN, 2013; MITTAL et al., 2015; WILLIAMS et al., 2004). Pois como abordado
anteriormente o que pode determinar a evolucdo de uma infeccao local para uma
infeccéo sistémica sdo alteracbes na resposta imune, como retardo no recrutamento
das células de defesa, reducdo na capacidade de producéo de citocinas, apoptose,
deducédo da atividade fagocitica e microbicida de neutréfilos entre outros agravantes
gue suprimem a resposta imune inata e adaptativa dos pacientes os deixando mais
susceptiveis as infeccbes(HOTCHKISS; MOLDAWER, 2014; VAN DER POLL et al.,
2017).

Com base nos dados apresentados e vasta revisdo de literatura, podemos
afirmar que o modelo de tumor ascitico de Ehrlich associado a infeccdo sistémica
por E. coli, se mostra como um modelo replicavel no qual conseguimos padronizar
um tumor o qual se mostra representativo aos tumores que acomete aos humanos,
assim como a infeccao sistémica a qual conseguiu simular o quadro de sepse.

Como citado anteriormente, 0 que nos motivou a padronizar um modelo de
tumor associado a infeccao foi podermos utilizar este modelo como uma ferramenta

experimental abrangendo diversas areas da saude.



7 CONCLUSOES

Atualmente os maiores indices de mortalidade por patologias no mundo estéo
associados ao cancer e infeccoes. A existéncia de um modelo que abranja as duas
patologias nos abre novas perspectivas para ampliar o conhecimento sobre as
infeccbes e o cancer, bem como para a descoberta de novas drogas multifuncionais
com atividade imunomoduladora, antibacteriana e com atividade antitumoral.
Também nos fornece um modelo para caracterizacdo dos mecanismos envolvidos
na associacao entre tumores e infecgfes, além da possibilidade de andlise de outas
bactérias frente ao TAE para avaliacdo de mecanismos ou farmacos especificos

para diferentes tipos de bactérias.
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APENDICE A

Figura 1A. Diferenca corporal entre camundongos Balb-c sem inducdo do tumor
ascitico de Ehrlich (TAE) e com inducdo do tumor. a) Animal inoculado com salina.
b) Animal apés 7 dias de inducéo do TAE 1x10’.
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APENDICE B

Absorbancia 600nm (AU)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (horas)

Figura 1B. Curva de crescimento de E. coli ATCC 25922.Com o intuito de
determinar a velocidade do crescimento bacteriano com o padrdo de absorbancia
Uma colbnia da bactéria foi inoculada em MH caldo e a cada 30min foi feita a leitura
em espectrofotdmetro até atingir a fase estacionaria.

Tabela 1B. Padronizacdo do nimero de unidades formadoras de colbnias (UFC) por mililitro de E. coli
ATCC25922 . Para a determinacdo de UFC/mL, 200uL de um pré in6culo de E. coli em meio MH
caldo, foi inoculado em 10mL de meio MH novo e apds atingir a ~ 1,0 O.D foram feitas diluicdes
seriadas e plaqueadas pelo método de micro gotas em meio MH agar apds 24horas foi feita a
contagem das colbnias. Foram feitas triplicatas biolégias e técnicas.

Réplicas o Ly Média x Média Média
Bioldgicas OD Diluicdo R1 R2 R3 Media Diluicéo UFC/mL UFC/mL UFC/mL
1 1,08 5 45 35 43 41 4,10E+06 4,10E+08
2 0,67 5 14 14 18 15 153E+06 1,53E+08 2,33E+08
3 0,92 5 17 13 11 14 1,37E+06 1,37E+08
2,17E+08
1 1,08 6 2 5 7 5 4,67E+06 4,67E+08

N
[e2)
o
[EEN
N
[EEN

0,67 1,00E+06 1,00E+08 2,00E+08
3 0,92 6 0O 0 1 0 3,33E+05 3,33E+07
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Tabela 2B. Numero de uniddes formdoras (UFC) de E. coli ATCC 25922 inoculadas
nos animais para avaliacdo da curva de sobrevida. 200uL de um pré indculo de E. coli
em meio MH caldo, foi inoculado em 10mL de meio MH novo e apés atingir a ~1,0 O.D
as cargas bacterianas foram determinadas baseando-se no nimero de UFC/mL, ap0s a
inoculacdo nos animais os inoculos foram diluidos em série e plaqueados pelo método
de micro gotas em meio MH agar, ap6s 24horas foi feita a contagem das colénias para
confirmacgéo do indculo. Foram feitas triplicatas técnicas.

Diluicdo R1 R2 R3 Média I\/!eol_laNX UFC/mL Meédia/mL em 200uL
Diluicao

5 28 29 29 29 287E+06 2,87E+08
6 4 4 10 6 6,00E+06 6,00E+08 5,18E+08 1,04E+08
7 1 1 0 1 6,67E+06 6,67E+08
4 13 17 12 14 1,40E+05 1,40E+07
5 1 1 0 1 1,00E+05 1,00E+07 1,91E+07 3,82E+06
6 1 0 0 0 3,33E+05 3,33E+07
3 28 25 28 27 2,70E+04 2, 70E+06
4 1 1 4 2 2,00E+04 2,00E+06 3,79E+06 7,58E+05
5 2 0 0 1 6,67E+04 6,67E+06




APENDICE C

Tabela 1C. Numero de uniddes formdoras (UFC) de E. coli ATCC 25922 inoculadas
nos animais para avaliacdo da curva de sobrevida em animais com TAE e E.coli.
200pL de um pré inéculo de E. coli em meio MH caldo, foi inoculado em 10mL de meio
MH novo e apés atingir a ~ 1,0 O.D as cargas bacterianas foram determinadas
baseando-se no nimero de UFC/mL, apds a inoculagéo nos animais os indculos foram
diluidos em série e plaqueados pelo método de micro gotas em meio MH agar, ap6s
24horas foi feita a contagem das colbnias para confirmagéo do indculo. Foram feitas
triplicatas técnicas.
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Média x

Diluicdo R1 R2 R3 Média o UFC/mL Meédia/mL em 200yl
Diluicao
D4 43 35 40 39 3,93E+05 3,93E+07
747E+07 1,49E+07
D5 15 5 13 11 1,10E+06 1,1E+08
D3 25 31 38 31 3,13E+04 3,13E+06
D4 14 11 16 14 1,37E+05 1,4E+07 1,67E+07 3,34E+06
D5 4 5 1 3 3,33E+05 3,3E+07
D3 37 39 50 42 4,20E+04 4,20E+06
D4 4 6 4 4 33E+04 4,33E+06 5,07E+06 1,01E+06
D5 1 6,67E+04 6,67E+06
10 e
90+ -»- TAE + SALINA
80 [ B TAE+EC X107
70
g 60- - TAE + EC 3x10°
% 50 - TAE +EC 1x10°
Q@ 401 © @  —* SALINA+EC 1x10’
301 @ SALINA + EC 3x10°
201 & SALINA + EC 1x10°
104
G T T T T T ' T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
Horas

Figura 1C. Curva de sobrevida de animais inoculados com tumor ascitico de Ehrlich
(TAE) e infeccdo por E. coli. Apés 7 dias da indugéo do tumor com TAE 1x10’ os
animais foram infectados com E. coli (EC) em diferentes cargas bacterianas (~1x10’,
3x10° e 1x10° UFC). Os animais foram monitorados por 168 horas (7 dias )apés a

infeccéo.
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Figura 1D. Ensaio de permeabilidade vascular em modelo de TAE e infeccao por E.
coli. Os animais (n=5) receberam o Tumor ou salina (i.p), apos sete dias os animais

foram infectados com E. coli (ATCC 25922) 3
apos dada 1h da infeccdo os animais rec
contendo azul de Evans 20mg.kg™ . Dado s

x10® UFC ou receberam apenas salina,
eberam uma injecdo no plexo ocular
eis horas do inéculo os animais foram

anestesiados e eutanasiados. Foi realizada a coleta do liquido ascistico, injetou-se
3mL de Salina/EDTA no peritdnio e por punc¢ao intraperitoneal foi realizada a coleta
do liguido. O Liquido coletado foi centrifugado e no sobrenadante foi feita a leitura

em absorbancia 650nm. Foram feitas trip

licatas técnicas de cada animal. Os

resultados foram expressos como quantidade do corante azul de Evans pM/mL,
baseando-se numa curva padréo ja conhecida do corante (100 pM - 0,001 pM). 1-

Exsudato apés centrifugacao. a) Salina + sali
d) TAE + Salina. 2- placa com sobrenadantes

na. b) Salina+ E. coli. c) TAE + E. coli.
das amostras para leitura em ELISA.



