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RESUMO

Leite CVG. Papel da sepse na iniciagdao e promocgao de cancer colorretal
associado a colite. S&do0 Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-Programa de
Po6s-Graduagao Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da Fundagao

Antdnio Prudente em Parceria com o Instituto do Cancer do Cearal.

Introdugado: O cancer colorretal (CCR) € a terceira neoplasia mais
diagnosticada no mundo. A doencga inflamatéria intestinal € uma importante
causa de CCR com patogénese atrelada a inflamagao crénica. A sepse é
uma doenga grave que modifica a resposta imune do hospedeiro. Objetivou-
se estudar se animais sobreviventes a sepse apresentam alteragdo na
iniciacdo tumoral e crescimento tumoral do CCR. Material e métodos:
Camundongos C57BI6 machos foram submetidos ao modelo de ligadura e
puncdo do ceco (CLP), e apds 15 dias, os sobreviventes e um grupo
controle receberam azoximetano (AOM, 10 mg/kg, i.p.) e 3 ciclos de 5 dias
de dextran sulfato de sodio (DSS 2%, ad libitum) nos dias 20-25, 40-45, 60-
65 pos-CLP. Foi avaliada a colite e o desenvolvimento de tumores por
colonoscopia. Foram quantificadas citocinas nos dias 0 12, 52 e 65 e de
células T reguladoras (Treg) nos dias 12 e 65. Dois grupos de animais C57
receberam ciclofosfamida (CYP) (100 mg/kg, i.p.) e dois grupos de animais
com expressao do receptor de toxina diftérica (DTX) sob regulagdo do gene
Foxp3 receberam DTX (0,5 mg/animal, i.p.) antes do protocolo AOM/DSS.
Outro grupo de animais, foi submetido posteriormente a CLP apds
AOM/DSS, bem como um grupo de animais foi injetado células de CCR
murino (MC38luc) 10° células no subcutaneo e outro grupo, 10° células no
baco no 15 dias pos-CLP. Resultados: Animais sobreviventes a sepse
apresentaram redugdo da colite, além de menor incidéncia, numero de
tumores e carga tumoral que animais controle. Os animais pods-sepse
tiveram menor producao de IFN-y nos célon no dia 12, de IL-13, TNF, IL-6,
IL-17, KC e MIG dias 12 e 65, e IL-33, TGF e GM-CSF no dia 65 quando



comparados a animais controle. Além disso, animais pods-sepse
apresentaram maior quantidade de Treg no D15, contudo nos dias 12 e 65
observou-se um aumento significativo dessas células nos animais controle
comparado ao pos-sepse. Curiosamente, animais pds-sepse que receberam
CYP e DTX apresentaram colite e tumores de maneira semelhante aos
animais controle. Por outro lado, camundongos pos-sepse tratados
previamente com AOM/DSS apresentaram aumento na carga tumoral 30
dias apdés a CLP quando comparados aos controles. Além disso, no modelo
de tumor subcutaneo e esplénico, foi observado maior crescimento tumoral
em animais pds-sepse em comparagao aos controles. Conclusoes: A sepse
promove inibicdo da inflamacao intestinal murina e do CCR associado a

colite, de maneira dependente de células Treg.



SUMMARY

Leite CVG. [Role of sepsis in initiation and promotion of colitis-
associated colorectal cancer]. Sao Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-
Programa de Pdés-Graduagdo Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da
Fundacdo Antonio Prudente em Parceria com o Instituto do Cancer do

Cearal.

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed neoplasm
in the world. Inflammatory bowel disease is an important cause of CRC with
pathogenesis linked to chronic inflammation. Sepsis is a life-threatening
disease that modify the host immune response. We aimed to study whether
sepsis-surviving mice showed alterations of colorectal cancer initiation and
tumor progression. Materials and methods: C57BI6 male mice were
submitted to cecal ligation and puncture (CLP) model, and after 15 days,
sepsis-surviving mice and one control group received azoxymethane (AOM,
10 mg/kg, ip) and dextran sodium sulfate (DSS 2%, ad libitum, 3 cycles of 5
days) on days 20-25, 40-45, 60-65 post-CLP. Colitis and tumor development
were evaluated by colonoscopy. Cytokines were quantified on days 0, 12, 52
and 65 by Milliplex and Treg cells on days 12 and 65 by flow cytometry. Two
groups of C57 animals received cyclophosphamide (CYP) (100 mg/kg, ip),
and two groups of animals expressing diphtheria toxin (DTX) receptor under
regulation of Foxp3 received DTX (0.5 mg/animal, ip) before the AOM/DSS
protocol. Another animal cohort was submitted to CLP after receiving
AOM/DSS, as well as, two other groups were injected with murine CRC cells
(MC38luc) 10° cells subcutaneously or 10° cells intra-splenically 15 days
post-CLP. Results: Sepsis-surviving animals showed reduced colitis,
besides lower incidence, number of tumors and tumor load than control
animals. Sepsis-surviving animals have lower production of IFN-y in the
colon on day 12, and of IL-13, TNF, IL-6, IL-17, KC and MIG on days 12 and
65, in addition to IL-33, TGF and GM-CSF on day 65 than control animals. In



addition, post-sepsis mice had a higher amount of Treg on D15, however on
days 12 and 65 a significant increase of these cells occurs in control animals
compared to post-sepsis. Interestingly, post-sepsis animals receiving CYP
and DTX developed colitis and tumors in a similar pattern as control animals.
Conversely, post-sepsis mice previously submitted to AOM/DSS showed an
increase in tumor load 30 days after CLP when compared to controls.
Furthermore, in the subcutaneous and intra-splenic model, it was observed
increased tumor growth in post-sepsis animals when compared to the
controls. Conclusions: Sepsis promotes inhibition of murine intestinal

inflammation and colitis-associated CRC in a Treg dependent manner.
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1 INTRODUGAO

A etiologia do cancer baseia-se na transformagao maligna de células
do hospedeiro através da exposicdo a fatores externos (como o cigarro,
dieta e organismos infecciosos) e internos (como mutagdes genéticas
adquiridas, alteragbes hormonais e condi¢gées imunes) (BHATIA e SKLAR
2002). De forma pioneira, WEINBERG (1989) e FEARON e VOGELSTEIN
(1990) descreveram que a carcinogénese acontece em multiplos passos,
que podem ser agrupados em iniciagdo, promogao e progressao tumoral.
Cada processo esta relacionado a alteracbes moleculares e genéticas que
ativam oncogenes ou desativam genes supressores de tumor (BERG 1989;
FEARON e VOGELSTEIN 1990).

Os marcos do cancer sao: independéncia de fatores de crescimento,
insensibilidade a fatores antiproliferativos, metabolismo celular alterado,
evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasao
tecidual e metastase, capacidade de evadir da resposta imune, instabilidade
genbmica e inflamagdo promotora do cancer (Figura 1) (HANAHAN e
WEINBERG 2011), sendo potenciais alvos terapéuticos para o

desenvolvimento de novas estratégias de combate ao cancer.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011).
Figura 1 - Marcos do céncer.

11 CANCER COLORRETAL

O céncer colorretal (CCR) representa a terceira neoplasia maligna
mundialmente mais diagnosticada em homens e a segunda em mulheres,
com incidéncia de mais de 1,3 milhdes de novos casos e quase 700 mil
mortes em 2012 (TORRE et al. 2015). Segundo estimativas do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), aproximadamente 34.280 novos casos de CCR
serao diagnosticados no Brasil em 2016. Esse numero corresponde a cerca
de 16 novos casos a cada 100 mil homens e 17 a cada 100.000 mulheres,

com uma mortalidade de mais de 15.000 individuos por ano em todo o pais.



No Ceara a incidéncia é de 8,92/100.000 pessoas (Ministério da Saude
2016).

A incidéncia de CCR pode variar de acordo com a regiao, assim,
paises da Oceania (Australia e Nova Zelandia), Europa e América do Norte
possuem as maiores incidéncias, enquanto paises da Africa ou da Asia
Central tém as menores taxas. Essas diferencas de susceptibilidade sao
possivelmente atribuidas a diferentes exposi¢cdes ambientais e dietéticas, a
fatores genéticos ou a diferentes estratégias de detecgdo (TORRE et al.
2015). No Brasil, a maior incidéncia de casos de CCR concentra-se nos
estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Parana
(Ministério da Saude 2016).

A idade é um dos fatores de risco mais importantes, uma vez que
individuos abaixo de 40 anos raramente tém CCR. A incidéncia cresce
significativamente em pessoas com idade entre 40-50 anos, com aumento
vertiginoso a cada década de envelhecimento (EDDY 1990). Os fatores de
predisposi¢cao genética estdo presentes nas sindromes familiares, como a
polipose adenomatosa familiar e a sindrome de Lynch, contudo,
representam apenas 5% de todos os pacientes com CCR (VUKASIN et al.
1990).

A retocolite ulcerativa (RCU) esta associada a um aumento no risco
de CCR entre 5 a 15 vezes quando comparado a populagdo geral. O
aumento da incidéncia de CCR em pacientes com RCU se inicia 8 a 10 anos
ap6s o diagndstico, atingindo 30% dos pacientes apoés 40 anos do

diagndstico de RCU (EKBOM et al. 1990).



Outros fatores de risco sao cor negra, acromegalia, transplante renal,
obesidade, diabetes, consumo de carnes vermelhas e processadas, cigarro
e alcool (MACRAE 2016).

Por outro lado, um grande numero de fatores tem sido associado a
reducdo do risco de desenvolver CCR. Dentre eles, estao atividade fisica
regular, dieta vegetariana, fibras, amido resistente, acido félico, vitamina B6,
célcio, vitamina D, magnésio, consumo de alho e peixe (MACRAE 2016). O
uso de anti-inflamatdrios nao esteroidais, como a aspirina em baixas doses,
e os inibidores seletivos de cicloxigenase-2, como o celecoxibe, estao
associados a redugao de risco de desenvolver CCR (ROTHWELL et al.
2011). Entretanto, ndo ha evidéncias suficientes para se recomendar o uso
de farmacos para prevengao primaria do CCR.

Os principais sinais e sintomas de CCR sao sangue nas fezes, dor
abdominal, palidez e mudanga de habito intestinal (MORENO et al. 2016).
Para o diagnéstico de CCR, o exame padrao-ouro € a colonoscopia, a qual
possibilita a bidpsia de pdlipos suspeitos para analise histopatolégica e
ainda sua excisao terapéutica (REX et al. 2015).

O tratamento é feito de acordo com o estadiamento, o qual se baseia
no tamanho do tumor, invasao linfonodal e na presenca de metastases, e
define o progndstico dos pacientes (GUNDERSON et al. 2010). Com isso, 0
tratamento do CCR em estagios iniciais é feito através de ressecgao
cirurgica exclusiva, ja em estagios intermediarios é feita a resseccgéo

cirurgica acrescida de retirada apropriada dos linfonodos e quimioterapia



adjuvante. Pacientes com CCR metastatico sdo submetidos a quimioterapia

associada ou nao a terapia-alvo.

° PATOGENESE
O desenvolvimento do cancer colorretal constitui-se em um processo
de passos consecutivos que se inicia com o epitélio normal, passando por

lesdes displasicas, até o carcinoma (Figura 2) (PINO e CHUNG 2010).
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Fonte: Adaptado de LONGO et al. (2015) e FEARON e VOGELSTEIN (1990)
Figura 2 - Patogénese do cancer colorretal esporadico.

Os tumores colorretais podem ser divididos em 3 grupos distintos, de

acordo com a via de carcinogénese: hereditarios, esporadicos e inflamatdrio.



° CCR HEREDITARIO

O CCR proveniente de causas hereditarias pode ser dividido em dois
subgrupos principais, baseados na presenca de polipos: cancer colorretal
hereditario sem polipose (CCHNP) e a polipose adenomatosa familiar (PAF).
Ambos CCHNP e PAF sao caracterizados pela maior incidéncia de CCR em
individuos jovens, em torno de 45 anos (LYNCH e DE LA CHAPELLE 2003).

CCHNP é também conhecida como Sindrome de Lynch. Dentre os
pacientes com CCR, em torno de 1-6% séao relacionados a CCHNP (LYNCH
e DE LA CHAPELLE 2003). CCHNP é uma doenga autossémica dominante
causada por mutagdées nos genes de reparo do DNA (MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2), resultando em instabilidade de microssatélites (MSI), e EPCAM.
Com isso, ocorrem multiplas mutacbées que podem contribuir para a
carcinogénese colorretal (YURGELUN et al. 2012). Assim, muta¢cdes em
genes que codificam beta-catenina, TGF-beta R2, BAX, APC e KRAS
podem ser identificados em tumores de pacientes com CCHNP devido a
instabilidade genética (BOLAND e GOEL 2010).

PAF é uma doenca autossOmica dominante com penetrancia de
100%, caracterizada pela presenga de centenas a milhares de adenomas
colorretais. PAF contribui com aproximadamente 1% dos pacientes com
CCR. Comparado com a média de idade de 70 anos ao diagndstico de CCR
esporadico, os pacientes com PAF desenvolvem CCR com idade em torno
de 40 anos, ou 10-15 anos apo6s o surgimento dos polipos (GALA e CHUNG
2011). A PAF é causada por mutagdes no gene supressor de tumor APC

(adenomatous polyposis coli) de forma germinativa (GRODEN et al. 1991;



KINZLER et al. 1991). Contudo, a inativacdo do gene APC também ocorre
em CCR esporadico (FODDE et al. 2001). A proteina APC é componente do
complexo de degradacdo da beta-catenina e medeia a ubiquitinagéo e,
consequentemente, sua degradacdo proteassbmica. Dessa forma, a
auséncia de APC leva ao acumulo intracitoplasmatico de beta-catenina, a
qual transloca para o nucleo e estimula a proliferacdo celular através da
ativagao transcricional de c-myc e ciclina D1, resultando na formagao dos
adenomas. Nesse contexto, foi demonstrado experimentalmente que é
possivel restaurar a fungdo normal de células de CCR ao restaurar os niveis
de APC, ressaltando a importancia dessa proteina na patogénese do CCR e

trazendo a perspectiva de novos tratamentos (DOW et al. 2015).

° CCR ESPORADICO

CCR nao associado com doencgas hereditarias sdo definidos como
CCR esporadicos. O desenvolvimento do CCR tipicamente segue varios
passos consecutivos (Figura 2) (FEARON e VOGELSTEIN 1990).

O CCR esporadico surge como resultado do desenvolvimento de
instabilidade gendmica. As duas principais instabilidades gendmicas que
contribuem para a carcinogénese colorretal sdo instabilidade cromossémica
(CIN — chromosome instability) e instabilidade de microssatélite (MSI —
microsatellite instability), correspondendo a 85 e 15% dos CCR esporadicos,
respectivamente (ITZKOWITZ e YIO 2004).

A CIN resulta em segregacdo anormal dos cromossomos com

surgimento de aneuploidia. Como resultado, perda de material genémico



(perda de heterozigozidade — LOH, loss of heterozygosity) acontece com
frequéncia, contribuindo para a perda de fungcdo de importantes genes
supressores de tumor (ITZKOWITZ e YIO 2004). Nesse contexto, a perda
somatica da fungdo do APC ¢é um dos primeiros eventos moleculares que
acontece, levando a ativagdo da via de sinalizacdo Wnt/beta-catenina e
subsequente transcricdo de genes relacionados a proliferagao celular (DOW
et al. 2015). Outro evento frequentemente observado nos estagios iniciais do
desenvolvimento do adenoma € a hipermetilacdo de ilhas CpG de genes
envolvidos no controle do ciclo celular e no reparo do DNA (BERMAN et al.
2012).

Na progressdo para adenoma intermediario, sdo encontradas
mutagdes de ativagdo no proto-oncogene KRAS, as quais sdo encontradas
em aproximadamente 30% (PHIPPS et al. 2013) a 50% (BOS et al. 1987)
dos tumores colorretais esporadicos. As mutacdes que ativam a proteina
KRAS levam a ativagao da via de sinalizacao intracelular com fosforilagcao
das proteina-treonina-quinases RAF-MEK-ERK, resultando em estimulos
aberrantes de diversos processos celulares, como proliferagcdo e
crescimento, que contribuem para a progressao tumoral (ROBERTS e DER
2007). Caso a mutacao do KRAS ocorra em lesdes nao displasicas do coélon,
sem mutacgao prévia do APC, nao ocorre evolugao para neoplasia colorretal.
Dessa maneira, torna-se evidente a necessidade da sequéncia de eventos
para que haja a progressdo do CCR (JEN et al. 1994). Concomitantemente,
também pode ocorrer a perda de expressao de enzimas de reparo de DNA,

com consequente MSI, assim como o0 aumento da expressido de



cicloxigenase-2 (COX-2) (WANG e DUBOIS 2010).

Durante a progressao do adenoma, com o aumento do seu tamanho e
do grau de displasia, outras alteragbes genéticas podem acontecer, como a
perda da funcdo de genes supressores de tumor no cromossomo 18q na
regidao do gene DCC (deleted in colorectal cancer) e do gene deletado em
cancer pancreatico (DPC4) (MEHLEN e FEARON 2004). Outra importante
mutacdo com perda de funcdo acontece com o TP53, a qual pode ser
identificada em 40-50% dos casos de CCR esporadico, ocorrendo na
transicdo de adenoma para carcinoma (ITZKOWITZ e YIO 2004).
Adicionalmente, podem ser identificadas diversas mutacdes em pelo menos

32 genes em tumores de CCR (MUZNY et al. 2012).

° CCR INFLAMATORIO

As doengas inflamatérias intestinais (DIl), incluindo doenga de Crohn
e retocolite ulcerativa, sdo caracterizadas por sua apresentagao progressiva
e crénica. De maneira similar ao CCR esporadico, a carcinogénese
colorretal em pacientes com DIl acontece como uma sequéncia de episodios
de mutagdes somaticas e expanséao clonal, e apresenta alteragcdes genéticas
similares (ITZKOWITZ e YIO 2004).

Contudo, diferentemente do CCR esporadico, onde as lesbes
displasicas sao focais, no cancer associado a colite (CAC), a displasia tem
distribuicao multifocal e sua sequéncia ocorre a partir do epitélio normal,
passando por um epitélio inflamado sem displasia, seguido da presencga de

displasia indefinida, displasia de baixo e alto grau até carcinoma
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(ITZKOWITZ e HARPAZ 2004). Além disso, fatores que distinguem o CAC
do CCR esporadico sado diferencas no momento e na frequéncia das

alteragdes genéticas (Figura 3).
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Fonte: Adaptado de LONGO et al. (2015) e FEARON e VOGELSTEIN (1990)
Figura 3 - Patogénese do céncer colorretal inflamatério.

A perda de funcdo do APC, por exemplo, considerado como um
evento precoce no carcinoma esporadico, € menos frequente e usualmente
ocorre em fases tardias da sequéncia displasia-carcinoma do CAC (DOW et
al. 2015). Perdas de alelo do APC sao raramente encontradas na mucosa
intestinal que sdo negativos ou indefinidos para displasia, e estdo presente
em apenas 14% dos tecidos com displasia de baixo grau (UMETANI et al.

1999). Ao todo, mutacdes do APC ocorrem em menos de 33% dos casos de
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CAC (UMETANI et al. 1999).

Em contrapartida, o TP53 exerce um papel primordial no CAC. A
delegéo do alelo do TP53 ocorre em 50-85% dos canceres (YIN et al. 1993).
Além disso, LOH do TP53 tem uma correlagado direta com a progressao
tumoral, ocorrendo em 6% em bidpsias sem displasia, 9% com displasia
indefinida, 33% e 63% em displasia de baixo e alto grau, respectivamente, e
85% em carcinoma (BURMER et al. 1992). Adicionalmente, mutagbes no
TP53 podem surgir em tecidos nao displasicos ou em displasia indefinida,
podendo configurar um evento precoce, antes da LOH do TP53
(BRENTNALL et al. 1994). Além disso, uma alta frequéncia de mutagdes do
TP53 foram encontrados em tecido inflamado de pacientes com colite mas
sem cancer, indicando que a inflamagao crbénica pode predispor essas
mutagdes (HUSSAIN et al. 2000).

A metilagdo também contribui substancialmente para os mecanismos
de carcinogénese do CAC. Metilagao de ilhas CpG de varios genes parecem
preceder as alteracdes displasicas e sdo mais bem distribuidas no colon de
pacientes com DIl (ISSA et al. 2001).

Além desses fatores, na carcinogénese do CAC, varios genes
associados a inflamagdao tém sua expressao aumentada na mucosa
inflamada e permanecem elevados no CCR, como a COX2 e NOS2 (Nitric
Oxide Synthase 2) (ITZKOWITZ e YIO 2004).

Uma importante pergunta seria como a inflamagao resulta em
transformagao maligna e progressao tumoral. A principal hipétese é que as

espécies reativas liberados na inflamacao crbnica seriam os responsaveis
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pela carcinogénese. As espécies reativas tém uma grande variedade de
alvos, como o DNA, RNA, proteinas e lipidios. Dentre eles, genes
supressores de tumor, como o TP53, e genes do sistema de reparo do DNA,

gerando MSI e CIN (ITZKOWITZ e YIO 2004).

1.2 DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL

As duas principais formas de doenga inflamatdria intestinal (DII),
Doengca de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU), sdo doengas
inflamatorias crbénicas com ciclos de recidiva e remissdo, com alta
prevaléncia no Ocidente (ANANTHAKRISHNAN 2015). Enquanto a RCU
afeta basicamente a mucosa e a submucosa do colon e reto de maneira
continua, a DC pode apresentar-se descontinuamente, afetando todo o trato
gastrointestinal e suas camadas (ODZE 2003).

Atualmente, a incidéncia anual de RCU varia de 0-19,2 por 100.000
pessoas na Ameérica do Norte e 0,6-24,3 por 100.000 pessoas na Europa,
com uma prevaléncia de 37,5-248,6 por 100.000 e 4,9-505 por 100.000
pessoas, respectivamente. A incidéncia da DC é similar, 0-20,2 por 100.00
na Ameérica do Norte e 0,3-12,7 por 100.000 pessoas na Europa
(MOLODECKY et al. 2012). No Brasil, a epidemiologia das doencas
inflamatédrias intestinais € pouco conhecida. No estado de S&o Paulo, foi
evidenciada uma incidéncia de RCU e DC de 4,48 e 3,5 por 100.000
pessoas por ano, respectivamente, e uma prevaléncia de 14,81 por 100.000

pessoas para RCU e 5,65 por 100.000 pessoas para DC (VICTORIA et al.
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2009).

A idade em que surgem os primeiros sintomas das DIl é de 5 a 30
anos para a RCU, o que é relativamente precoce quando comparado a 50 a
80 anos para a DC. Enquanto ndo ha diferengcas de sexo para a DC,
mulheres sdo afetadas com  maior frequéncia pela RCU
(ANANTHAKRISHNAN 2015).

A etiologia das DIl ainda nao é totalmente compreendida. Contudo, o
estudo do genoma humano foi capaz de mostrar que haviam 71 loci de
susceptibilidade em pacientes com DC, dos quais 17 loci estdo presentes
em RCU e muitos sdo identificados em outras condicdes inflamatérias
(BAUMGART e SANDBORN 2012). Apesar disso, esses estudos genéticos
explicam a ocorréncia apenas de 20% dos casos de DC hereditarios, e
existe muita discordancia em estudos com gémeos monozigoticos,
sugerindo o importante papel do ambiente na etiologia da doenca (PARK et
al. 2010).

Dentre os fatores de risco ambientais, a dieta, como alta ingestao de
agucar e gordura, esta ligada diretamente a um risco aumentado de DI,
(ANANTHAKRISHNAN 2015). O consumo de cigarro € um fator protetor
para RCU, enquanto esta relacionado a maior risco de DC. O uso de anti-
inflamatdrios n&o-esteroidais, antibidticos e anticoncepcionais também estao
relacionados a maior risco de DIl (BAUMGART e SANDBORN 2012).

Além desses fatores, o estilo de vida sedentario, infeccdes
gastrintestinais e disbiose estdo relacionados com maior risco de DIl

(ANANTHAKRISHNAN 2015).



14

Os principais sinais e sintomas de DIl sdo diarreia crénica com
sangue, dor abdominal e perda de peso. A colonoscopia € um dos principais
exames diagnosticos de DIl (LICHTENSTEIN et al. 2009; KORNBLUTH e
SACHAR 2010). O tratamento da RCU baseia-se em induzir e manter a
remissao dos sintomas com boa qualidade de vida, reduzindo o uso de
corticoides e o risco de cancer (LICHTENSTEIN et al. 2009).

A patogénese das doengas inflamatérias intestinais tem uma
importante participagdo da desregulagao do sistema imune intestinal (XU et
al. 2014), como consequéncia da interagdo com bactérias comensais ou
patogénicas (BELKAID e HAND 2014). Fato esse reforcado pela
identificacdo de polimorfismos em genes relacionados ao sistema imune
(LEES et al. 2011), incluindo em genes relacionados a regulagédo da

inflamacéao causada pela interagdo com a microbiota (CHU et al. 2016).

1.3 SISTEMA IMUNE INTESTINAL E DOENGA INFLAMATORIA

INTESTINAL

A mucosa gastrointestinal é exposta continuamente a diversos
antigenos, dentre eles, os advindos de microrganismos que formam a
microbiota intestinal. Essa exposig¢ao € continuamente regulada pela barreira

de células epiteliais e sistema imune inato e adaptativo.

° SISTEMA IMUNE INATO

Apos a barreira de células epiteliais, a resposta imune inata
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representa a primeira linha de defesa contra os patégenos. As células do
sistema imune inato, como macrofagos, células dendriticas e neutrofilos,
podem ser ativadas a partir do contato com padrées moleculares associados
a patégenos (PAMPs - pathogen associated molecular patterns) liberados
pela microbiota intestinal, o que resulta na consequente ligacado dessas
moléculas com os receptores de reconhecimento de padrao (PRR — pattern
recognition receptor) presente nas células. Com isso, as células podem
iniciar uma resposta inflamatéria rapida e efetiva contra os microrganismos
invasores (GEREMIA et al. 2014).

Quando ha uma resposta inflamatéria exacerbada, podem acontecer
danos ao hospedeiro com o surgimento de doengas inflamatérias, como as
DIl. Ha varias evidéncias que indicam uma importante participacido das
células do sistema imune inato na génese da DIl. Inicialmente, foi
demonstrado em estudos de associagao ampla do genoma, que pacientes
com DIl tem multiplas susceptibilidades em genes envolvidos na defesa da
mucosa intestinal (NOD2, CARD9, REL, SLC1A) e na apresentagdo de
antigenos (ERAP2, LNPEP) (OGURA et al. 2001). Além disso, pacientes
com doenca de Crohn podem apresentar polimorfismos com perda de
funcdo no gene NOD2, causando disfungdo em mondcitos, com aumento de

produgao de Interleucina-1 (IL-1) (MAEDA et al. 2005).

Macréfagos

Os macrofagos sédo células abundantes em toda a mucosa do trato

gastrintestinal, onde esta sua maior concentragao em todo o corpo (LEE et
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al. 1985). Os macréfagos associados a mucosa intestinal sdo derivados dos
mondcitos do sangue periférico e sédo recrutados para o intestino por
quimiocinas ou produtos bacterianos (SMITH et al. 2005). Diferentemente
dos neutroéfilos, que apresentam uma alta taxa de renovagéo, os macréfagos
maduros permanecem por longos periodos na mucosa intestinal (SMITH et
al. 2005). Morfologicamente, os macréfagos associados a mucosa intestinal
sdo similares a maioria dos macrofagos residentes, com aspecto
mononuclear e citoplasma granular, e com atividade fagocitica e microbicida
(SMITH et al. 2005). Essas células expressam o complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC Il - major histocompatibility complex
class 1), F4/80 (em camundongos), CD68 (em humanos), CD64, as
integrinas CD11b, CD11c e o receptor de quimiocina CX3CR1 (BAIN e
MOWAT 2014).

Em uma mucosa nao inflamada, os macréfagos possuem uma
limitada fungao pro-inflamatdria, caracterizada pela hiporresponsividade a
PAMPs e reduzida habilidade em iniciar uma resposta imune adaptativa,
contudo mantém sua capacidade de fagocitose (SMITH et al. 2005). Os
patdgenos sao reconhecidos pelos PRRs (TLR - toll-like receptor, NOD —
nod-like receptor), que induzem fagocitose e degradacao intracelular dos
mesmos (SMITH et al. 2005). Por outro lado, quando ha inflamagao
intestinal, ocorre o recrutamento de mondcitos e, consequentemente, uma
conversao destes em macrofagos com um perfil pré-inflamatério. Esse perfil
€ marcado pela produgao de citocinas pro-inflamatérias, como interleucina

(IL) -1, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral-alfa (TNF), que aumentam sua
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fungcdo fagocitica. Essas citocinas nao apenas aumentam a atividade
fagocitica e de digestdo intracelular, mas também funcionam como
importante ligagao entre a imunidade inata e adaptativa, contribuindo para a
homeostase e inflamacgao gastrintestinal (BAMIAS et al. 2012).

Os macrofagos sado didaticamente divididos em perfil inflamatoério
(M1) e perfil regenerativo (M2), contudo, essa divisdo nem sempre se aplica,
uma vez que os macréfagos tém uma grande plasticidade com fungdes tanto
de defesa como regeneragao e regulacdo imune, baseadas nos estimulos
encontrados no meio (SICA et al. 2008).

Os macrofagos com perfil M1 podem ser ativados pela ligagao dos
seus receptores TLR com o lipopolissacaridio (LPS) bacteriano,
intensificando-se na presenga de interferon-gama (IFN-y), resultando numa
producao elevada de TNF. Além disso, essas células podem produzir IL-1,
IL-6 e IL-23, que classicamente polarizam células T para um perfil Th17, as
quais produzem IL-17 e contribuem para o recrutamento de neutrdéfilos
(MOSSER e EDWARDS 2008). O perfil M2, por sua vez, tem sua ativagao
baseada na presenca de IL-4, o qual estimula uma resposta intracelular
dependente de arginase, resultando em menor produgdo de NO (éxido
nitrico), maior produgdo de matriz extracelular e consequentemente maior
regeneragao tecidual. Adicionalmente, essas células também expressam
receptores de manose (CD206) em sua membrana (MOSSER e EDWARDS

2008).
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Células dendriticas

As células dendriticas sdo fagécitos que possuem um progenitor
comum com os monécitos ou podem ser originadas a partir deles (LIU e
NUSSENZWEIG 2010). Os precursores das células dendriticas intestinais
migram em um estado imaturo e tolerante, adquirindo seu perfil maduro a
partir da exposi¢cdo a antigenos provenientes diretamente do lumen ou
através das células M (NIESS et al. 2005). Apds a exposigdo ao patégeno,
as células dendriticas expdem os antigenos capturados em associagao com
o complexo MHC-Il na superficie celular, momento em que ocorre a
migragdo das células dendriticas para os linfonodos mesentéricos e a
apresentacao aos linfécitos que carreiam o receptor TCR especifico para
aquele antigeno (BEKIARIS et al. 2014). Além do MHC-II, as células
dendriticas apresentam comumente em sua membrana marcadores como
CD11c e CD103, e moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86 (BAIN e
MOWAT 2014).

Em uma situacéo fisiolégica, as células dendriticas tém uma baixa
expressao de moléculas coestimuladoras, baixa producido de citocinas, e,
quando entram em contato com as células T, estimulam preferencialmente a
diferenciagdo em células T reguladoras (Treg), as quais produzem citocinas
anti-inflamatérias como IL-10, fator de crescimento tumoral-beta (TGF-3) e
IL-4. Por outro lado, quando estdo em um ambiente pro-inflamatério, como
ocorre nas DIl, as células dendriticas sao ativadas e estimulam as células T

efetoras (GROSS et al. 2015).
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Neutrofilos

Os neutrdéfilos sao células polimorfonucleares de origem mieloide
presentes em grande quantidade no sangue, representando entre 50-60%
dos leucdcitos circulantes (SADIK et al. 2011). Os neutréfilos séo
componentes da imunidade inata responsaveis por proteger o organismo de
diversos patégenos, através das suas fungdes de degranulagao e fagocitose
(AMULIC et al. 2012). Além disso, os neutrofilos sdo capazes de produzir
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio e outras moléculas
téxicas contra patdégenos (CROSS e SEGAL 2004). Outro componente do
arsenal microbicida dos neutréfilos consiste de diferentes granulos
intracelulares  contendo  peptideos  antimicrobianos  (defensinas),
mieloperoxidase, enzimas hidroliticas, proteases, que sao liberados quando
ha contato com microrganismos (BORREGAARD et al. 2007). Por fim, mais
recentemente, foi descoberta a capacidade dos neutréfilos de aprisionar e
destruir microrganismos através da liberagcdo de um misto de moléculas
téxicas do material intracelular associado ao material genético, conhecido
por NET (neutrophil extracelular trap) (BRINKMANN et al. 2004).

Esses mecanismos de defesa dos neutrofilos contra patégenos séo
empregados na mucosa intestinal quando ha translocacdo patogénica.
Adicionalmente, durante a resposta inflamatéria, os neutréfilos contribuem
para o recrutamento e ativacdo de outras células imunes através da
producdo de citocinas pro- e anti-inflamatodrias, quimiocinas,
metaloproteases, além de contribuir para a regeneragao tecidual através da

resolugao da inflamagcao (MANTOVANI et al. 2011). Embora essa resposta
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de defesa seja claramente benéfica para o hospedeiro, um recrutamento
excessivo de neutréfilos no intestino em condi¢gdes patolégicas, como nas
DIl, esta associado a danos da mucosa e piora da doenga (FOURNIER e

PARKOS 2012).

° SISTEMA IMUNE ADAPTATIVO

Diferentemente da resposta imune inata, o sistema imune adaptativo
€ altamente especifico, pode desenvolver memdéria imunoldgica, e tem os
linfocitos T como suas principais células. Normalmente, as células T
cooperam entre si € com o sistema imune inato na tentativa de eliminar
patdgenos invasores. Os linfécitos T sao originados dos linfoblastos da
medula 6ssea, e amadurecem no timo, onde adquirem os receptores de
membrana CD4 (ou CD8) e TCR (GEREMIA et al. 2014).

As células ThO (T helper) podem ser ativadas e diferenciar em
subtipos Th1, Th2 ou Th17, um processo essencial para a remocao de
patdgenos. Simplificadamente, as células Th1 sdo essenciais para a
eliminacao de patdégenos intracelulares, as células Th2 estdo envolvidos no
combate a parasitas e medeiam o processo alérgico. Ja as Th17 podem
contribuir na eliminagao extracelular de bactérias e fungos (GEREMIA et al.
2014).

Por outro lado, uma resposta desregulada de células T pode
desencadear inflamacao exacerbada e deletéria ao hospedeiro através da
liberacdo excessiva de citocinas e quimiocinas. Baseados nos niveis de

citocinas liberadas por células T detectados em pacientes com DIl, varios
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estudos tem associado as DIl a subtipos diferentes de resposta imune.
Nesse contexto, pacientes com doenga de Crohn tem uma resposta Th1
(maior producédo de IFN-y) mais pronunciada que pacientes com RCU, e
ambos produzem resposta Th17 (produgao de IL-17 aumentada) maior que
em pacientes normais. Enquanto isso, pacientes com RCU produzem menor
resposta Th2 comparado com pacientes com DC e individuos saudaveis
(GEREMIA et al. 2014).

As células Treg sao caracterizada pela expressdo de Foxp3 e tem o
potencial de suprimir a proliferacdo das células ThO (O'GARRA e VIEIRA
2004). As Treg estdao crucialmente envolvidas na manutengdo da
homeostase da mucosa intestinal através da supressao de respostas imunes
anormais contra a microbiota e antigenos provenientes da alimentacéo.
Essas células exercem sua funcdo por meio da produgao de citocinas anti-
inflamatdrias, IL-10 e TGF-3, e por prevenir a ativacdo e funcao das células
T que escaparam de mecanismos de tolerancia (O'GARRA e VIEIRA 2004).

Na colite experimental, as células Treg exercem um importante papel
anti-inflamatério ao inibir a inflamacao dependente de Th1 (FANTINI et al.
2006). Corroborando esse fato, pacientes com DIl ativa apresentam baixos
niveis de Treg no sangue periférico (CHAMOUARD et al. 2009). Por outro
lado, esses pacientes possuem niveis aumentados de Treg na mucosa
intestinal (EASTAFF-LEUNG et al. 2010). Contudo, as células T efetoras se
tornam nao responsivas a inibicdo das Treg (FANTINI et al. 2009). Dessa
forma, tanto a redugéo da atividade anti-inflamatéria das células Treg como

o0 aumento dos mecanismos efetores podem ser considerados relevantes na
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patogénese das DII.

1.4 SISTEMA IMUNE INTESTINAL E CAC

A imunidade inata e adaptativa tém um papel essencial no

desenvolvimento do CAC (Figuras 3 e 4).
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Fonte: Adaptado de SICA et al. (2008) e NEURATH (2014)

Figura 4 - Papel do sistema imune na patogénese do CAC. As células
intestinais sdo expostas a patégenos, ocorre uma resposta inflamatéria exacerbada, com a
presenga de colite (Ulcera). Com o progredir da colite, ocorre transformagéo maligna e as
células presentes passam a formar o microambiente de suporte para o tumor. No contexto
da ulcera, as caixas vermelhas representam um efeito patogénico e as caixas verdes um
efeito regenerativo. No CAC, as caixas azuis representam efeitos pro-tumorais e a linha

com ponta fechada representa inibigao.
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Durante o curso da inflamacgao intestinal, os macréfagos assumem o
fendtipo pro-inflamatério (M1), com aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, as quais participam na inducdo de
mutagdes das células do epitélio intestinal ao danificar o DNA (SICA et al.
2008; GRIVENNIKOV et al. 2010), e de citocinas pro-inflamatdrias, como
TNF, IL-1B, as quais ativam o fator de transcricao NF-kB, contribuindo para a
iniciacdo do CAC (GRETEN et al. 2004). Por outro lado, os macréfagos M1
podem apresentar, durante a carcinogénese colorretal, atividade tumoricida
(FORSSELL et al. 2007; ENGSTROM et al. 2014). Em estagios mais
avangados, as células tumorais liberam quimiocinas (CCL2) e fatores de
crescimento, como fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF),
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), angiopoietina, os quais
atraem os mondécitos e os convertem em macréfagos associados ao tumor
(TAM) (SICA et al. 2008). Nessa fase, o tumor apresenta um padrao anti-
inflamatdério, com producdo exacerbada de IL-10 e TGF-B, as quais
modificam os TAM na diregdo M2 do espectro de polarizagdo (SICA et al.
2008). Com isso, os macréfagos adquirem uma atividade pro-tumoral, na
medida em que induzem a evasao ao sistema de vigilancia imunoldgica e
secretam mediadores que promovem a angiogénese e linfangiogénese,
estimulam a proliferagao celular e inibem a apoptose (SICA et al. 2006).

As células dendriticas podem estar presentes no microambiente de
tumores colorretais e estdo associadas a maior sobrevida no cenario clinico
(DADABAYEV et al. 2004; SANDEL et al. 2005). Em modelo experimental

de CAC, a desregulacdo de células dendriticas pela delecdo genética do
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fator de transcricdo T-bet promove uma pior colite e maior crescimento
tumoral, e ao restabelecer os niveis de T-bet nessas células, foi
demonstrada uma reducéo da carcinogénese (GARRETT et al. 2009).

Assim como os macrofagos, os neutréfilos, produzem grandes
quantidades de citocinas pro-inflamatérias e também espécies reativas que
sdo essenciais no desenvolvimento do CAC (SHANG et al. 2012). Os
neutréfilos associados ao tumor (TAN), similarmente aos macréfagos,
podem apresentar caracteristicas anti-tumorais (N1) ou pro-tumorais (N2)
(FRIDLENDER et al. 2009). Outra possivel denominagcdo para esses
neutrofilos pode ser dada de acordo com sua densidade em método de
separacao de células, assim, os neutréfilos N2 apresentam-se com baixa
densidade (LDN — low density neutrophil) e os neutréfilos N1 com alta
densidade (HDN - high density neutrophil) (SAGIV et al. 2015). Os
neutréfilos circulantes podem ter, em fases iniciais da progressao tumoral,
um perfil anti-tumoral (HDN) e tornarem-se pro-tumorais (LDN) em estagios
tardios, de maneira dependente do estimulo por TGF-3 (SAGIV et al. 2015).

As células T também podem estar envolvidas em todas as fases da
carcinogénese do CAC. Em modelo experimental de CAC, a imunidade Th1
exerce o papel de reduzir o crescimento tumoral via sinalizacdo mediada por
TNFa e IFN-y. A resposta Th2, por sua vez, tem capacidade de promover
alteragdes tumorigénicas via IL-4 (MONTELEONE et al. 2012; OSAWA et al.
2006). Por outro lado, a resposta Th17 tem importancia no crescimento

tumoral, mas nao causa alteragao na colite crénica (MARTIN et al. 2015).
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As células T CD8 sao conhecidas por sua habilidade citotoxica,
assim, a presenca de grandes quantidades de células CD8 no estroma de
tumores colorretais esta associada a melhor prognéstico (MEI et al. 2014).
Em oposicdo a isso, numeros aumentados de células Treg nos tumores
pode suprimir a atividade anti-tumoral das células Th1 e CD8, resultando em
progressao tumoral (PASTILLE et al. 2014). Em fases iniciais da
carcinogénese, por sua vez, as células Treg sao essenciais para controlar a
inflamacao, assim é possivel que, nesse periodo, elas inibam a iniciacdo dos

tumores (PASTILLE et al. 2014).

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE CANCER COLORRETAL

ASSOCIADO A COLITE

Modelos experimentais sdo ferramentas essenciais para o melhor
entendimento da patogénese das doencgas e para testes pré-clinicos. Com o
intuito de estudar o CCR esporadico e o CAC, foram desenvolvidos modelos
baseados na indugdo da carcinogénese por delecdo de genes supressores
tumorais (por exemplo, modelo APCmin), uso de carcindgenos quimicos ou

agentes proé-inflamatérios (NEUFERT et al. 2007).

° AZOXIMETANO/DEXTRAN SULFATO DE SODIO
Um dos modelos animais de CAC mais utilizados é o modelo
azoximetano/dextran sulfato de sdédio (AOM/DSS) (BECKER et al. 2004).

AOM é um metabdlito da dimetil-hidrazina e exerce seu mecanismo
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carcinogénico através da alquilacdo do DNA (PAPANIKOLAOQOU et al. 1998).
Em comparacdo com a dimetil-hidrazina, o AOM tem maior poténcia e
estabilidade em solugao (PAPANIKOLAOU et al. 1998). O AOM ¢ injetado
por via intraperitoneal, sendo metabolizado pelo figado e excretado na bile
(NEUFERT et al. 2007). Multiplas injecdes de AOM resultam em tumores
colorretais distais com caracteristicas histoldgicas similares ao CCR humano
(NEUFERT et al. 2007). Na tentativa de mimetizar o CAC, foi desenvolvido
um modelo que associa o0 AOM a trés ciclos de DSS diluido na agua de
consumo, levando a indugdo de colite cronica. Esse modelo acelera a
formagao e o crescimento de tumores colorretais (BECKER et al. 2004).
Pacientes com cancer colorretal podem apresentar diversas
complicacbes durante o curso da doenca, as quais podem ser
consequéncias da doenga ou do tratamento empregado. Dentre essas
complicacdes, a sepse tem sua importancia devido a sua alta letalidade. Os
pacientes que sobreviveram a sepse, nao relacionada a quimioterapia,
apresentam uma pior sobrevida cancer-especifica em comparagdao a

pacientes com cancer colorretal sem intercorréncia (ATTIE et al. 2014).

1.6 SEPSE

A sepse representa um problema de saude de repercusséo global
com altos indices de morbidade e mortalidade e grande impacto econémico
e é definida como uma doenga com disfung&o de 6rgéos grave causada pela

desregulacédo da resposta do hospedeiro a infecgdo (SINGER et al. 2016).
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Durante seu curso, ocorre uma resposta inflamatéria sistémica (SIRS),
caracterizada por hipertermia, taquicardia e neutrofilia, como resposta a uma
infeccao especifica (SINGER et al. 2016).

O choque séptico pode ser definido como um subtipo de sepse em
que ocorre anormalidades circulatorias e celulares suficientes para aumentar
substancialmente a mortalidade (SINGER et al. 2016).

Nos protocolos anteriores de diagndstico e tratamento, a sepse vinha
sendo caracterizada como uma infeccdo que cursa com dois ou mais
critérios de SIRS (hiper ou hipotermia, taquicardia, taquipneia, leucocitose
ou leucopenia) (American College of Chest Physicians-ACCP 1992). Com
isso, muitos pacientes apresentavam os critérios de SIRS e podiam nao
apresentar a sepse (SINGER et al. 2016). Além disso, sepse grave era uma
definicho comumente empregada, caracterizada pela evolugdo da sepse
para uma disfungdo organica. Entretanto, critérios utilizados para a
quantificacdo dessa disfuncdo nao estavam bem estabelecidos e
padronizados e portanto foram redefinidos (SINGER et al. 2016).

Globalmente, estima-se que a incidéncia de sepse seja de 31,5 milhdes
de pessoas por ano, com uma mortalidade de 5,3 milhées (FLEISCHMANN
et al. 2016). Contudo, essa estimativa € um pouco prejudicada pela falta de
dados em grande parte dos paises pouco desenvolvidos ou em
desenvolvimento. Nos Estados Unidos, as admissdes hospitalares por sepse
ultrapassam as internacbes por infarto ou acidente vascular cerebral
(SEYMOUR et al. 2012). A incidéncia de sepse nos Estados Unidos é de

535 casos por 100.000 habitantes por ano (WALKEY et al. 2015), com uma
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mortalidade entre 25-30% (COHEN et al. 2015). No Brasil, a taxa de
mortalidade por sepse grave e choque séptico fica em torno de 34,5%
(Instituto Latino Americano de Sepse-ILAS 2015).

Apesar da alta mortalidade, nos ultimos anos houve um esforco
internacional pelo rapido diagnéstico e tratamento da sepse (SCHORR e
DELLINGER 2014).

O diagnéstico de disfungdo de o6rgaos pode ser feito através da
modificagdo aguda dos escores SOFA (escores de avaliagado sequencial de
disfungdo de o6rgados relacionados a sepse - Sequential [Sepsis-Related]
Organ Failure Assessment Score) acima de 2. Os escores SOFA avaliam o
sistema respiratério, cardiovascular, hepatico, nervoso, renal e a coagulagao
através de exame clinico-laboratorial (SINGER et al. 2016).

A identificacdo de disfungdo de 6rgaos através do SOFA pode ser
demorada, uma vez que requer alguns exames laboratoriais. Com isso, foi
desenvolvido estatisticamente o quickSOFA (SOFA rapido), o qual utiliza
apenas critérios clinicos, como frequéncia respiratéria = 22 incursdes por
minuto, alteragdo mental (escore da escala de coma de Glasgow abaixo de
13), presséo sistdlica < 100 mmHg. Cada alteragado clinica do qSOFA
corresponde a 1 ponto, e um escore = 2 representa um pior progndstico,
requerendo assim uma maior atencao (SINGER et al. 2016).

O tratamento baseia-se na ressuscitacdo inicial do paciente com
cristaloides endovenosos para atingir nas primeiras 6 horas uma pressao
venosa central de 8-12 mmHg, presséao arterial média = 65 mmHg, diurese =

0,5 ml/Kg/hora e saturagdo de oxigénio venoso central acima de 70%.
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Concomitantemente, o foco infeccioso deve ser investigado e deve ser
iniciado esquema empirico de antibioticoterapia de amplo espectro até o
isolamento do agente causal (DELLINGER et al. 2013).

A sepse € uma complicacdo prevalente em pacientes com DIl
(ANANTHAKRISHNAN e MCGINLEY 2013) e CCR (WILLIAMS et al. 2004),
podendo alterar permanentemente o curso de outras doencas que tem o

processo inflamatoério na sua génese, como o CAC.

° PATOGENESE

A patogénese da sepse pode ser considerada como o resultado de
complexas interagdes da imunidade inata e adaptativa contra o patdégeno.
Inicialmente, os patégenos que invadem o hospedeiro liberam PAMPs, os
quais ativam os PRRs das células da imunidade inata. Com isso,
desencadeia-se uma cascata intracelular com ativagcdo dos fatores de
transcricdo AP-1 (proteina de ativagdo-1) e NF-kB, com subsequente
liberagdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias (SONEGO et al. 2016). Como
repercussao do processo inflamatdrio, ocorre uma disfungdo organica com
destruicao celular, a partir de onde sao liberados componentes celulares,
denominados DAMPs (padrbes moleculares associados ao dano - Damage-
Associated Molecular Patterns), os quais também podem ativar os PRRs
(SONEGO et al. 2016).

Além disso, na fase aguda da sepse, uma grande quantidade de
citocinas é liberada sistemicamente, dentre elas TNF, IL-183, IL-6, IL-8, IL-12

e IFN-y, produzindo um fenbmeno conhecido como tempestade de citocinas
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(Figura 5). Essas citocinas e quimiocinas sao responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de neutréfilos para o foco
infeccioso. Clinicamente, essa fase é caracterizada pela presenca de febre e
choque (ANGUS e VAN DER POLL 2013).

Durante o curso da doenca, os neutrofilos podem perder sua
capacidade de migrar para o foco infeccioso, ocasionando seu acumulo em
orgaos distantes, os quais passam a apresentar disfungdo, na medida em
que os neutrdfilos liberam grandes quantidades de espécies reativas e
demais moléculas téxicas (SONEGO et al. 2016).

Como resposta, o sistema imune produz mecanismos humorais,
celulares e neuronais compensatoérios para atenuar os efeitos danosos da
resposta inflamatéria sistémica. Essa resposta, denominada resposta
compensatéria anti-inflamatéria (CARS — compensatory anti-inflammatory
response) é marcada pela liberagcao de citocinas anti-inflamatdrias, incluindo
IL-10, TFGB, IL-4, IL-13, o receptor soluvel de TNF (sTNFR) e o antagonista
do receptor de IL-1 (IL-1ra) (BURAS et al. 2005). Adicionalmente,
macrofagos podem assumir o perfil M2 anti-inflamatério e de reparo
(WATANABE et al. 2016), e células dendriticas passam a produzir menores
quantidades de IL-12 (WEN et al. 2008), proporcionando maior diferenciagéo
dos linfécitos para células Treg (CAVASSANI et al. 2010; NASCIMENTO et

al. 2010), evoluindo, assim, para um estado de imunossupressao (Figura 5).
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Figura 5 - Niveis de citocinas e de células imunes apos a sepse. SIRS,

sindrome da resposta inflamatdria sistémica; CARS, sindrome da resposta anti-inflamatéria

compensatoéria.

Dessa maneira, pacientes que sobrevivem a sepse podem
desenvolver infeccbes secundarias decorrentes da imunossupressao
(BOOMER et al. 2011; ANGUS e OPAL 2016) e tém uma mortalidade maior
que a populacédo geral por pelo menos dois anos apos a admissao desses
pacientes em unidades de terapia intensiva (DAVIS et al. 2014).

Experimentalmente, o estado pds-sepse pode ser associado a um
maior risco de infecgdao secundaria (NASCIMENTO et al. 2010) e de
expansado tumoral (CAVASSANI et al. 2010; MOTA et al. 2016). Essa
associacdo entre o estado pods-sepse e a progressao tumoral adquire
importancia, na medida em que a sepse grave € uma complicagao

prevalente e com altos custos em pacientes com cancer, sobretudo cancer
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de pulm&o, cancer colorretal, cancer de mama e cancer de prostata

(WILLIAMS et al. 2004).

1.7 MODELOS EXPERIMENTAIS DE SEPSE E DE

IMUNOSSUPRESSAO

Os modelos experimentais de sepse vém sendo desenvolvidos na
tentativa de desenvolver sistemas reprodutiveis para estudar sua
patogénese e testar pré-clinicamente novas terapias (BURAS et al. 2005).

Os modelos de sepse podem ser classificados em trés categorias
baseado no agente desencadeador: administracdo exdgena de uma toxina
(LPS), administracdo exdégena de um patdgeno vivo (bactéria) ou alteragao
da barreira protetora endégena do animal (indugcdo de permeabilidade do
célon, ligadura e puncgao do ceco) (BURAS et al. 2005).

A ligagao e puncgao do ceco (CLP — cecum ligation and puncture) é
considerado 0 modelo padrdo-ouro para a pesquisa da sepse
(WICHTERMAN et al. 1980; BURAS et al. 2005), uma vez que é de facil
manejo, e apresenta boa reprodutibilidade e similaridade com doencgas
humanas. Esse modelo mimetiza doencas humanas como apendicite rota e
diverticulite perfurada. A técnica envolve uma laparotomia medial,
exteriorizagdo do ceco, ligagdo do ceco distal antes da valvula ileocecal e
pungao do ceco ligado, gerando, assim, peritonite. A severidade da sepse
pode ser avaliada pela mortalidade dos animais e ajustada pelo tamanho da

agulha utilizada na pungao ou pelo numero de pungdes (BURAS et al. 2005).
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Além disso, o modelo permite avaliar a imunossupressao induzida
pela sepse em animais sobreviventes (NASCIMENTO et al. 2010).

Tendo em vista a crescente incidéncia de cancer e de sepse na
populacdo, associado ao entendimento recente de que o estado pds-sepse
pode contribuir para a evolugdo e prognostico da doenca neoplasica,
tornam-se necessarios novos estudos a fim de determinar a fisiopatologia
precisa dos eventos biolégicos envolvidos, contribuindo assim para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
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2 HIPOTESE

Nossa hipotese € que o estado de imunossupressao poés-sepse
exerce efeitos bioldgicos distintos durante as fases de iniciagcdo tumoral e
sobre crescimento tumoral em fases mais avangcadas do cancer colorretal
associado a colite e que este efeito € mediado por linfécitos T reguladores

(Treg).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se no estado pds-sepse ha modificagdo da iniciagédo e
crescimento tumoral tardio do cancer colorretal, avaliando se o fenbmeno é

dependente de células Treg.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Investigar se ha alterac&o da iniciagao tumoral no periodo pos-sepse;
2 Investigar as citocinas e quimiocinas envolvidas no processo de

iniciacao tumoral de animais controle e pos-sepse;

3 Investigar o papel das células apresentadoras de antigeno nesse
processo;

4 Investigar se ocorre alteragdo no numero de Treg durante a iniciagao
tumoral;

5 Investigar se a deplecdo de células Treg interfere na iniciagcdo no

estado pos-sepse;
6 Investigar se ha promocg¢ao do crescimento tumoral em estagios

tardios do cancer colorretal no periodo pos-sepse.
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4 MATERIAL E METODOS

41 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos isogénicos C57BI6, animais
DTR-FOXP3 (DEREG) e animais arginase-1-YFP com idade entre 06 a 09
semanas, com peso entre 18-22 g, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Os animais foram mantidos em gaiolas de acrilico, em um ambiente
com temperatura controlada (22-25°C), com agua e ragédo ad libitum,
respeitando o numero maximo de animais por gaiola durante todo o periodo
do experimento. O uso dos animais esta de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacédo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP), da Universidade de S&o Paulo (USP) (Anexo 1).

O numero total de animais empregado foi de 351, os quais foram
subdivididos de acordo com o planejamento experimental como exposto no

Anexo 2.



37

4.2 DROGAS

Ertapenem sddico (Merck Research Laboratory, Whitehouse Station,
NJ) administrado 20 mgkgdose por animal, sendo a primeira dose injetada
intraperitonealmente (i.p) 6 horas apds a cirurgia de CLP (modelo de
ligadura e pungao cecal), e, posteriormente, as doses foram administradas
também por via intraperitoneal (i.p) de 12 em 12 horas por 3 dias
consecutivos.

Azoximetano (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) (AOM),
potente carcinogénico, foi injetado intraperitonealmente (i.p), na dose de
10mg/Kg por animal, no dia 0 (DO) do protocolo de carcinogénese colorretal
por indugao quimica.

Dextran sulfato de sédio (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)
(DSS), droga causadora de colite e indutora de carcinogénese, foi
administrada durante trés ciclos consecutivos consistindo em 5 dias de
hidratagdo oral com solugédo de dextran sulfato de sodio a 2%, seguidos de
15 dias com agua normal, sendo o primeiro ciclo iniciado no dia 5 (D5) do
protocolo de carcinogénese colorretal por indugéao quimica.

Ciclofosfamida (Endoxan, Baxter, Italia) foi utilizado na dose unica de
100 mg/Kg para deplecao parcial de Treg.

Toxina diftérica de Corynebacterium diphtheriae (Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO, USA) (DTX) administrado i.p. em duas doses de 500 ug por

animal por dois dias seguidos antes da injecdo de AOM.
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4.3 PREPARO DE SOLUGOES E REAGENTES

° Solugao de Cetamina e Xilazina

Cetamina 10% (Agener Uni@0)........cccccuumumriiiiiiiiiiieieeeee e e 1,25 mg/ml
Xilazina 2% (Agener UNiB0).......ccccccuririiiiiiiiiciiieee e 0,5 mg/ml
SaliNA 0.9 %0 .S P it 100 mi

A solugéo foi estocada a 4 °C.

° Formol 10%
Formol (Formol concentrado-Merck).............uueeiiiiiiiiiiiiiiiieeii, 10,0 mL
Agua destilada q. S. Pr.veeeeeeeeeeeee et 100,0 mL

° Solugcdo Tampao Salina-fosfato (PBS) 10X (Solugcdo Méae)

Cloreto de So6dio (NaCl, Merck)..........uuueeiiiiiiiiiieeee 8049
Cloreto de Potassio (KCI, Merck)........ccccuuuiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeee 29
Fosfato de Sodio dibasico (NaZHPO4, Merck).........cccccvviiiiiiiiiiiiieeeeeen. 11,59
Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO4, Merck)..........cccovveeieiiiiiinnnns 2049
Agua deionizada Milli-Q G.S.D.....cveeveeeieeeeeee e, 1000 ml

A solucio foi estocada a 4 °C.

. PBS 1X
PBST0X e+ttt ettt en e, 100ml
AGUA Mill=Q Qe8P et 900m!

O pH foi ajustado para pH 7.2, a solugao foi filtrada e estocada a 4 °C.
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° Meio RPMI incompleto (RPMI-I)

Hepes (C8H18N204S, SigmMa).......cuuuuiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeie e 2,49

RPMI 1640 (Sigma) — 1 fraSCO.....uuuiiieeiiiieee e 10,49
Bicarbonato de sédio (NaHCO3, MercK)........ccooeeeeieeeiiiiiiiieeecceee e 2,09
Agua de Milli=Q G.S.D-...veueeeeeereeeeeeeeee et 19

O pH foi ajustado para pH 7,2, a solugao foi filtrada e estocada a 4 °C.

° Meio RPMI completo (RPMI-C)

Soro bovino fetal inativado (GibCO)..........uuvvveiiiiiiiiii, 10 mi
Penicilina (GiDCO)......eevieiiieieie e 100 U/ml
Estreptomicina (GIiDCO)......ccooeiiiiiiiiieeeeeeeee e 100 pg/ml
Anfotericina B (GIDCO)........ooovvviiiiiiiee e, 2 ug/ml
L-glutamina (Sigma)........ceeememiiiiieiiiee e e e e e e e e eeaaaes 2mM
Meio RPMI inCOMPIeto 0.8.P.uuuiiiiie e 100 ml

A solucgao foi feita no dia do uso e utilizada gelada.

° Meio L929

Sobrenadante de sarcoma LO29.............cooiiiiiiiiii 20ml
Soro bovino fetal inativado (GibCO)..........uuvviiiiiiiieiiii, 20 ml
Penicilina (GiDCO)......uvviiiieieie e 100 U/ml
Estreptomicina (GIibCO)......cccoeiiiiiiiiieeeeeeee e 100 pg/ml
Anfotericina B (GIDCO)........ooovviiiiiiiiieec e 2 ug/ml
L-glutamina (SigmMa).......cceeeiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e eeaaaes 2mM

Meio RPMI inCOMPIEtO 0.8 P uuuiiiiieiiiieeeeee e 100 ml
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A solucéo foi estocada a 4 °C.

° Solugao de congelamento

Soro bovino fetal inativado (GibCO)..........vvveeeiiiiiieii, 90 ml
(17 ST T 5 o o 4 F- ) TSP 10
mi

A solucgao foi feita no dia do uso e utilizada gelada.

° Ditiotreitol (DTT) 1 M

[ I 5] o o = ) PP 3,09¢
Acetato de s6dio 0,01 M PH (5,2)...ceeueciiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 15 ml
AQUA dESHIA0A 0. P vttt 20 ml

A solucéo foi preparada e estocada a -20 °C.

° EDTAO0,5M
EDTA (LabSYNth)....oeeeeeeiieeee e 186,1¢g
AQUA deStIa0@ 0. P, 1000 ml

A solucéo foi preparada e estocada a 4 °C.

° Solugao tampéo de pré-digestao:

EDTA 0,5M (LabSynth) ......c.cooiiiiiiiieiiie e 1 ml
[ I Y S T e .- ) OO 0,1 ml
(S (Y| I TaTeTolag]o] (=1 (o X o =T o JON PP 100 ml

A solucéo foi preparada no dia do uso e utilizada gelada.
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° Solucao tampao de digestao:

Colagenase D (ROChE).......ccooiiiiiiiiceee e 100 mg
DNASE tipo | (SIgMaA)....eeeeeeeiiiiiiii e 10 mg
RPMI iNCOMPIELO Q.S P uueeiiiiiiiiee e 100 ml

A solucéo foi preparada no dia do uso e utilizada gelada.

° Tampao de citometria de fluxo (Tampao de FACS):
Soro Bovino Fetal inativado (SBF-I, Difco) 2%.........cooooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 2 ml
PBS 1K g S P iiiiitiieei ettt e aaeans 100 ml

A solucéo foi preparada no dia do uso e utilizada gelada.

° Tampao de lise:

Cloreto de amoénio (NHACI, Merck)..........uuuuuiiiiiiiieiieieieeeeeeee 4,01g
EDTA (LabSYNth)....eeeeiie e 0,18g
Bicarbonato de sédio (NaHCO3, MercK).........cccoeeveeiiieiiiiiieieicceeee e 0,429
Agua de Milli-Q GuS.P. ..ottt ettt 500ml

O pH foi ajustado para pH 7,2, a solugao foi filtrada e estocada a 4 °C.

° Paraformaldeido 2%:
Paraformaldeido (Sigma).......cccooeeieiiiiiiieeeeeee e 29
AQUA dEStIA0A 0. P ettt 100ml

A solucéo foi preparada e estocada a 4 °C.
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4.4 MODELOS DE SEPSE E IMUNOSSUPRESSAO POS-SEPSE

Sepse letal polimicrobiana foi induzida através do modelo de ligadura
e pungao cecal (CLP) (NASCIMENTO et al. 2010). Resumidamente, essa
técnica consiste em se realizar uma pequena incisdo de cerca de 1,0 cm no
abdome do animal anestesiado com cetamina (12,5 mg/kg, i.p.) e xilasina (5
mg/kg, i.p.), através da qual o ceco foi exposto. Posteriormente, foi feita uma
ligadura da porgéo livre do ceco com fio de algodao, logo abaixo da valvula
ileocecal sem obstrucao total, e, finalmente, fez-se uma pungéo no ceco com
agulha 18-gauge e o ceco foi pressionado, levemente, para certificar a saida
das fezes, sendo posteriormente recolocado no abddémen, e a incisao
abdominal suturada. Imediatamente apdés o procedimento, os animais
receberam reposigcdo volémica com 1,0 ml de solugdo salina estéril (0.9%)
via subcutanea (s.c.) e houve a administragdo de ertapenem (20 mgkg/dose)
6 horas apos a cirurgia, e de 12 em 12 horas por 3 dias consecutivos.

Em dados nao publicados provenientes do laboratério foi
demonstrado que os animais controle sem cirurgia tém o mesmo fendtipo de
animais sham, por isso utilizou-se animais controle sem cirurgia com o
intuito de sermos menos invasivos.

Além disso, o0os animais sobreviventes a sepse desenvolvem
imunossupressao com aumento de células Treg no bago até 15 dias depois
da sepse (NASCIMENTO et al. 2010). Contudo, até 60 dias apos a sepse,

0S animais pos-sepse tém um maior crescimento tumoral quando
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submetidos a injecao subcutanea de células de melanoma murino (MOTA et

al. 2016).

4.5 PROTOCOLO DE INDUGAO TUMORAL EM ANIMAIS POS-

SEPSE

Inicialmente, animais C57BI6 que sobreviveram a sepse, € um grupo
de animais controle que receberam o mesmo protocolo de ertapenem foram
submetidos a carcinogénese colorretal por indugédo quimica através de
azoximetano e dextran sulfato de sédio (AOM/DSS) (Figura 6). Houve a
administracao i.p. de azoximetano (10mg/Kg de peso dos animais) no dia 0
(D0O). Apds 5 dias da administracdo de azoximetano, os animais foram
submetidos a trés ciclos consecutivos, consistindo de 5 dias de hidratagao
oral com solugao de Dextran sulfato de sodio a 2% em agua, seguidos por
15 dias de agua somente. Durante este periodo, os animais foram avaliados
nos dias 12, 32 e 52 para a analise de colite por critérios clinicos e
colonoscopicos.

No dia 65 foi feito a eutanasia dos animais, realizada a exciséo do
célon, que foi colocado em formol tamponado 10% por 24 horas e depois em
alcool 70%, e, em seguida, o material foi parafinizado e foram
confeccionadas laminas para a analise histopatolégica com avaliagdo da
colite e das caracteristicas tumorais. Assim como outros modelos, o
AOM/DSS nao recapitula diretamente a carcinogénese associada a colite

classica apresentada por pacientes.
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Figura 6 - Protocolo de iniciacdo de cancer colorretal pds-CLP. CLP, protocolo
de ligadura e pungédo do ceco; ATB, ertapenem 20 mg/kg/dose i.p. 6 horas ap6s a CLP e

depois seis vezes a cada 12 horas; AOM, azoximetano 10 mg/kg i.p.; DSS, dextran sulfato

de sodio 2% na agua.

46 COLONOSCOPIA

A colonoscopia foi realizada nos dias 12, 32, 52 e 65 do protocolo de
iniciacdo tumoral, para avaliagdo da colite e da carga tumoral com
equipamento de microendoscopia (TELE PACK VET X, Karl Storz®), o qual
consiste de camera, fonte de luz, monitor, cabo de iluminacdo com fibra
dtica, endoscépio rigido (Karl Storz Hopkins®) com 30° de inclinacéo,
diametro de 1,9 mm e comprimento de 10 cm, e camisa endoscépica com
2,33 mm de didmetro (Figura 7).

Os animais foram submetidos a anestesia inalatoria com isoflurano e
posicionados em decubito dorsal. Em seguida foi aplicado um enema com

solucao salina, depois 0 endoscopio foi introduzido por via anorretal para a



45

avaliagdo. Durante esse periodo as imagens eram analisadas no monitor e

gravadas no formato de videos.

Figura 7 - Aparelho de colonoscopia em camundongos. A — monitor, B — viséo
geral do procedimento, C — camera, D — endoscopio, E — camisa do endoscépio, F — cabo

de lus.

4.7 ESCORES COLONOSCOPICOS DE COLITE

Para quantificar endoscopicamente a colite, foram avaliados quatro
parametros e adotados escores para cada alteracdo: achados perianais, 0
(sem achados), +1 (diarreia), +2 (sangue), +3 (prolapso retal); transparéncia
da parede do coélon, 0 (vasos de todos os calibres visiveis, sem
espessamento), +1 (grandes e médios vasos visiveis), +2 (grandes vasos

pouco visiveis), +3 (sem vasos visiveis, espessamento maximo);
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sangramento, 0 (sem sangramentos), +1 (sangramento devido o contato do
endoscopio), +3 (sangramento espontaneo); lesdes, 0 (sem lesdes), +1
(edema em mucosa), +2 (erosdes), +3 (Ulceras). Os escores de colite variam
de 0 a 12, sendo 0 a auséncia de colite e 12 a colite maxima observada

(KODANI et al. 2013).

4.8 AVALIAGAO DA CARGA TUMORAL

Os tumores observados durante a colonoscopia foram quantificados
para obter o numero total de tumores por animal, o tamanho de cada tumor
foi quantificado de acordo com seu didmetro (Figura 8), e foi obtida a carga
tumoral colonoscépica através da soma dos tamanhos dos tumores
(BECKER et al. 2006; HU et al. 2010).

ApOs a eutanasia dos animais, os tumores foram fotografados,
contados, e cada tumor foi mensurado de acordo com seu maior didmetro. A
carga tumoral foi obtida através da soma de todos os didmetros dos

tumores.
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Tamanho Escore
Apenas
detectavel 1
1/8 69 2
1/4 @ 3
12 @ 4
>1/2 @ 5

Fonte: Adaptado de BECKER et al. (2006)
Figura 8 - Escores do tamanho dos tumores em relacéo a circunferéncia do

colon.

49 DOSAGEM DE CITOCINAS

° ELISA

A determinacao dos niveis de TNF e CCL22 foi realizada por método
imunoenzimatico (ELISA). Resumidamente, as placas de microtitulagao (96
pocos) foram recobertas com 50 ul/ pogo do anticorpo especifico anti-TNF
(R&D) e anti-CCL22 (R&D) nas concentragdes descritas pelos fabricantes.
Esses anticorpos foram diluidos em solugao de ligagao (coating buffer) e
incubados por 18-24 horas a 4°C. As placas foram lavadas por quatro vezes
com PBS/Tween-20 0,05% (Sigma). As ligagdes nao especificas foram
bloqueadas com 200 ul de PBS contendo BSA 1 % durante 1 hora a 37 °C.

As amostras de tecido do coélon e o padrao (curva-padréo) contendo as
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concentragbes adequadas de TNF (10000 pg/ml) e CCL22 (10000 pg/ml)
foram colocados nas placas (50 pl) e incubados por 12 h a 4 °C. Apés esse
periodo, as placas foram lavadas com PBS/Tween e 50 ul dos anticorpos
biotinilados especificos para cada citocina foi adicionado nas concentracoes
descritas pelos fabricantes. Apdés uma hora, as placas foram lavadas com
PBS/Tween e o conjugado avidina-peroxidase, na diluicdo de 1/5000, foi
adicionado a cada pog¢o. A seguir, as placas foram incubadas por 45 min.
Posteriormente, elas foram lavadas com PBS/Tween e o substrato (TMB) foi
adicionado.

A densidade otica foi medida a 630 nm em espectrofotbmetro
(Spectra Max-250, Molecular Devices). A concentracdo de citocinas nas
amostras foi calculada a partir de uma curva padrao com 12 pontos obtidos

por diluicdo seriada. Os resultados foram expressos em pg/ml.

° Milliplex

Os perfis de citocinas presentes nos coélons foram determinados
usando o protocolo de beads magnéticas para citocinas/quimiocinas de
camundongos do Milliplex® Map Kit (Cat. MCYTOMAG-70K, Merck).
Resumidamente, a placa de citocinas/quimiocinas foi lavada com tampao de
lavagem, selada e misturada em agitador (shaker) por 10 minutos em
temperatura ambiente. O tampao de lavagem foi decantado e foram
adicionados nos locais apropriados os padrbes, os tampdes testes, as
solucdes matrizes, as amostras provenientes dos célons e as beads. A placa

foi incubada overnight a 4°C. Apds a incubagao, o conteudo dos pogos foi
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removido e os pogos foram lavados com tampao de lavagem, sendo
adicionado os anticorpos de deteccao contra GM-CSF, IFN-y, IL-13, TNF, IL-
6, KC, IL-17 e MIG. Apds mais 1 hora de incubagcdo em temperatura
ambiente, foi adicionada estreptavidina-ficoeritrina, incubando-se por 30
minutos. O conteudo dos pocos foi novamente removido e os pogos lavados,
apos o que foi adicionado o fluido de revestimento.

Nesse momento, a placa foi lida no aparelho Luminex MagPix® e os
dados foram coletados com o software Luminex xPONENT® LX100/LX200 e
analisados em intensidade de fluorescéncia mediana usando o software
Milliplex® Analyst. Os resultados foram divididos pelo peso do tecido em mg

e foram expressos em pg/mg de tecido x 102,

410 DIFERENCIAGAO DE MACROFAGOS PROVENIENTES DA

MEDULA OSSEA

A diferenciacdo de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM)
foi realizada como descrito previamente (Kurowska-Stolarska et al. 2009).
Os animais (n=2) foram eutanasiados por deslocamento cervical e, apos
esse procedimento, foram coletados os fémures e as epifises foram cortadas
para exposicdo do canal medular. Para remogao da medula dssea, utilizou-
se uma agulha de 26-gauge acoplada a uma seringa plastica de 3,0 mL que
foi inserida na cavidade medular para retirada da medula dssea através de
flushing utilizando meio de cultura RPMI-C. A suspensao de medula éssea

dos dois animais foi homogeneizada e centrifugada a 400 G, por 10 minutos,
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a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e as células ressuspendidas em 10,0
mL de tampéao de lise e, entdo, novamente centrifugadas, o sobrenadante foi
retirado cuidadosamente e o pellet ressuspendido em 10,0 mL de meio
RPMI-C para retirada total do tampdo de lise. As células foram
centrifugadas, o sobrenadante desprezado, e, entdo, foram ressuspendidas
meio especifico L929.

Essas células foram colocadas em 4 placas de Petri especiais (BD
OPTILUX), contendo 10,0 mL do meio para macrofagos, e ficaram por 3 dias
numa estufa de CO2 a 37°C, apods este tempo, foi adicionado mais 10,0 mL
do meio de diferenciagdo para macréfagos e retornaram para a estufa por
mais 4 dias.

Apds uma semana na estufa, as células foram divididas em grupos
que receberam LPS (100ng/ml) ou IL-4 (10ng/ml), com ou sem
administracdo de Dextran (3%) 1 hora antes, com trés pogos para cada
grupo, com 1,0 x 10° células por poco. Depois de 24 horas, as células foram
descoladas em tampéo fosfato salina (PBS) gelado com o auxilio de um
scraper plastico (Cell Scraper, Corning NY). A suspensdo contendo os
macrofagos foi centrifugada a 400 G, por 10 minutos, a 4°C, apds o0 que o
sobrenadante foi guardado para dosagem posterior de citocinas e as células
foram ressuspendidas em RPMI-C numa concentracdo de 2,0 x 10° células
por mL para os ensaios, onde a diferenciagcdo dos macréfagos foi confirmada

por citometria de fluxo.
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411 DIFERENCIAGAO DE CELULAS DENDRITICAS

PROVENIENTES DA MEDULA OSSEA

As células precursoras de células dendriticas foram obtidas da
medula 6ssea de fémures e tibias de camundongos C57BI6 (n=2) e foram
cultivadas em meio RPMI-C suplementado com GM-CSF (30,0 ng/ml).

Resumidamente, camundongos foram submetidos a eutanasia, e
seus fémures e tibias foram cuidadosamente removidos. As epifises foram
seccionadas em ambiente estéril e as medulas lavadas com meio de cultura
RPMI-I utilizando uma seringa com agulha 13 x 4,5 mm.

As células coletadas foram lavadas e centrifugadas a 500 G por 10
minutos, eliminando-se o sobrenadante e incubando o sedimento com
tampao de lise por 3 minutos a temperatura ambiente, apés o que se
procedeu um novo ciclo de centrifugagdo por 10 minutos. Em seguida, as
células foram ressuspendidas em RPMI-C e quantificadas em camara de
Neubauer. Por fim, 3,0 x 10* células foram distribuidas em placas proprias
para cultura (Corning Incorporated, Corning, NY-EUA) na presenga dos
fatores de crescimento (GM-CSF) descritos inicialmente. Entre o sétimo e o
nono dias de cultura, as células foram analisadas por citometria de fluxo
para determinar a expressdao CD11c, sendo o inicio dos experimentos
realizado quando a porcentagem de células CD11c+ (células dendriticas)
estava maior ou igual a 80%.

Concomitantemente, foram delicadamente removidos os linfonodos

mesentéricos dos camundongos, os quais, de forma estéril, foram passados
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em peneira de propiletileno (Falcon® - separador de células — 70 ym) com
auxilio do émbolo da seringa de 3,0 ml (Plastipak®), com acréscimo de
RPMI incompleto com o objetivo de carrear as células remanescentes,
formando uma unica suspensao celular, a qual foi centrifugada a 500 G, por
10 min, a 4°C. Posteriormente, as células foram analisadas por citometria de
fluxo para selecionar células CD4+ com grau de pureza maior que 80%.

No mesmo pogo que as células dendriticas estavam aderidas 1,0 x
10° células, foram colocadas as células 0,3 x 10° células CD4+, com a
presencga ou nao de estimulo por DSS a 1%, as quais ficaram em cultura por
4 dias, quando foram coletadas para analise por citometria de fluxo com

marcadores IFN-gama e IL-17.

412 QUANTIFICAGAO DE LINFOCITOS TREG

Nos dias 12 e 65 do protocolo AOM/DSS, os animais foram
eutanasiados para quantificacdo de Tregs por citometria de fluxo nos célons,
linfonodos mesentéricos e bago (FACSCanto Il, BD Biosciences), apés
marcagdo com anticorpos especificos anti-CD4-FITC (clone RM4-5), anti-
Foxp3-APC (clone MF23) (BD Biosciences), titulagcdo de 1:300 e 1:250,
respectivamente.

As amostras dos coélons foram processadas em solugdo de pre-
digestdo e colocadas em agitacdo por 30 min. Os sobrenadantes foram
passados em peneira de células (Falcon® - separador de células — 40 um)

para obtencdo de uma suspensao celular simples de células intraepiteliais
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(IEL), e o restante do tecido foi processado com colagenase D (Roche®) e
DNAse | (Sigma) por 1 hora. O material obtido foi passado em peneira de
propiletilieno (Falcon® - separador de células — 100 um) com auxilio do
émbolo de uma seringa de 3,0 ml (Plastipak®), e com acréscimo de RPMI
incompleto com o objetivo de carrear as células remanescentes, formando
uma unica suspensao celular, a qual foi centrifugada a 400 G, por 10 min, a
4°C para formacdo de suspensio de células mononucleares da lamina
prépria (LP) dos célons.

As hemacias do material do bago foram lisadas por choque
hiposmotico, utilizando um tampao de lise por 15 min, seguida de uma nova
centrifugagcdo. O volume foi entdo corrigido para se atingir 1 milhdo de
células por tubo e foi realizada marcagao com anti-CD4-FITC. Apés lavagem
com PBS, as células foram permeabilizadas com tampdo Permwash (BD
Biosciences), marcadas com anti-Foxp3-APC, e incubadas por mais 1 hora.

Tregs foram quantificados em citdbmetro de fluxo (FACSCanto, BD
Biosciences) e analisados através do software FlowJo v.9. Os resultados

foram expressos em quantidades relativas (porcentagens) de Tregs.
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413 PROTOCOLO DE DEPLEGAO DE CELULAS TREG EM

ANIMAIS SUBMETIDOS A INDUGAO TUMORAL

Animais selvagens ou animais que expressam o receptor da toxina
diftérica sob controle do promotor do gene do fator de transcricado FOXP3
(DEREG) foram randomizados em dois grupos: controle ou submetido a
CLP.

Os dois grupos de animais selvagens foram subdivididos em um
grupo controle e outro grupo que recebeu ciclofosfamida i.p. (100 mg/Kg) em
dose unica um dia antes do AOM (Figura 9A). Posteriormente, esses
animais foram analisados por colonoscopia nos dias 12, 32, 52 e 65 para
detecgao de colite e desenvolvimento de tumores.

Os dois grupos de animais DEREG foram subdivididos entre os
controle e os que receberam duas doses, em dias consecutivos, de toxina
diftérica (0,5 mg/Kg), dois dias antes do inicio da indugdo com AOM (Figura
9B). A injecao de DTX é capaz de depletar as células Treg sistemicamente

em animais DEREG (PASTILLE et al. 2014).
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Figura 9 - Protocolo de iniciagdo de céancer colorretal pds-sepse com

deplecéo de Treg com ciclofosfamida (A) ou com toxina diftérica em animais

DEREG (B) no inicio do protocolo de iniciagdo. ATB — ertapenem. AOM —

azoximetano. DSS — dextran sulfato de sédio. DTX — toxina diftérica.
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414 PROTOCOLO DE INDUGAO TUMORAL SEGUIDA DE SEPSE

Animais C57BI6 foram submetidos ao protocolo de iniciacdo tumoral
AOM/DSS e no dia 65 foram randomizados em um grupo controle e outro
grupo submetido a CLP. Nos dias 65, 80 e 95 todos os animai foram

avaliados por colonoscopia para avaliagao da carga tumoral (Figura 10).

Eutanasia
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AOM CLP
| DSS | DSS 1 DSS |ATB| 1 »  (Pés-sepse
1 — — — T > | pse)
0 5 10 25 30 45 50 65 80 95 dias
Colonoscopia

Figura 10 - Protocolo de iniciagdo de cancer colorretal seguido de sepse.

ATB — ertapenem. AOM — azoximetano. DSS — dextran sulfato de sédio.

415 LINHAGEM TUMORAL E CULTURA CELULAR

Foram empregadas células singeneicas de céncer de coélon de
camundongos C57BI/6 (MC38 transduzidas com o gene da luciferase —
MC38luc). Células estocadas em nitrogénio liquido foram descongeladas
rapidamente do meio de congelamento, lavadas em meio RPMI completo
por 2 vezes consecutivas e colocadas em garrafas de cultura apropriadas
com meio RPMI 1640 completo. As células foram visualizadas diariamente
em microscopio invertido. Quando atingiram a confluéncia, foi realizado

descolamento das células com tripsina-EDTA 0,25% com repique na
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proporgcao de 1:10, e na terceira passagem as células foram inoculadas nos

animais.

416 MODELO DE CRESCIMENTO TUMORAL HETEROTOPICO

EM ANIMAIS POS-SEPSE

Os animais foram submetidos a anestesia com isoflurano, e foi
realizada injecdo de 5,0x10* 1,0x10° ou 5,0x10° células MC38luc no
subcutdneo do dorso direito. O crescimento tumoral foi avaliado por
paquimetria e leitura de bioluminescéncia através de aparelho VIS
Spectrum (Xenogen, Caliper Life Sciences) apdés administracdo de D-
luciferina 150 mgkg, nos dias 0, 3, 7 14 e 21 apds a inoculagdo. Também
foram inoculadas 1,0x10° células em animais pds-sepse e em animais

controle (Figura 11A).



MC38luc
10° células
SC
(Controle) :ATB:
CLP Eutanasia
(Pos-sepse) IATB= >
15 12 0 Paquimetria e bioluminescéncia 40 dias
MC38luc
10% células
bago
(Controle) :ATB=
CLP Eutanasia
(Po6s-sepse) IATB= 1 >
45 12 0 Bioluminescéncia 15 dias

58

Figura 11 - Protocolo de progresséo tumoral pés-CLP. (A) injegéo subcutanea,

(B) injecao intra-esplénica. ATB — ertapenem. MC38luc — linhagem de carcinoma colorretal

murina transfectada com gene da luciferase.
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417 PROCESSAMENTO DE IMAGEM BASEADO EM

BIOLUMINESCENCIA (PIBB)

O PIBB foi realizado com o equipamento IVIS Lumina System®
(Caliper LifeSciences).

Os camundongos foram anestesiados com isoflurano 100% (Cristalia)
e infundidos com 150 mg/kg de D-luciferina por via intraperitoneal. Em
seguida, os animais foram posicionados no interior da camara escura do
equipamento e mantidos sob constante sedacdo com isoflurano. A captura
de imagens foi entéo iniciada e o tempo de exposi¢cao variou de 10 min a 20
min.

A intensidade de bioluminescéncia foi quantificada por meio uso da
ferramenta ROI (do inglés, region of interest) do software Living Image 3.0,
utilizado para operar o equipamento IVIS. Uma regido de interesse foi
manualmente desenhada para abranger o sinal bioluminescente, cuja

unidade de intensidade ¢é o fluxo de fétons por segundo.

418 PROTOCOLO DE COLONIZAGAO ESPLENICA EM ANIMAIS

POS-SEPSE

Os animais foram submetidos a anestesia com cetamina (12,5 mg/kg,
i.p.) e xilasina (5 mg/kg, i.p.), apés o que foi realizada laparotomia e entao

injetaram-se 1,0x10* 1,0x10° ou 1,0x10° células MC38luc na cauda do baco.
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O crescimento tumoral foi avaliado por leitura de bioluminescéncia
através de aparelho IVIS Lumina System® (Caliper LifeSciences) apds
administracdo de D-luciferina 150 mgkg, conforme descrito previamente,
nos dias 5 10 e 20 apds a inoculacdo. Determinou-se a menor dose capaz
de causar metastase. Também realizamos experimento no qual incoculamos
1,0x10° células em animais controle e sobreviventes de sepse no D15 apos

CLP (Figura 11B).

419 ANALISE DE RESULTADOS

Os resultados foram expressos como média + erro padrao meédio
(SEM) e foram analisados por ANOVA, seguida de pos-teste de Bonferroni,
ou teste t de Student, para variaveis com distribuicdo normal, e teste de
Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn, para variaveis com
distribuicdo ndo normal.

As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan
Meier.

Em todas as analises, as diferencas entre os grupos analisados foram
considerados significantes quando os valores de p<0,05.

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism

v.5.01.
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5 RESULTADOS

5.1 INICIAGAO TUMORAL

Inicialmente, foi realizado o experimento de sepse induzida por CLP.
Os animais foram divididos em trés grupos: controle, CLP letal e CLP letal
com tratamento com antibidtico (ertapenem). Os animais sem tratamento
morreram nos primeiros 4 dias, e dos animais que foram tratados com

antibiotico, 50 % sobreviveram (Figura 12).
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Figura 12 - Sobrevida dos animais submetidos ao protocolo de CLP. Curvas

calculadas pelo método de Kaplan-Meier. Valores expressos em %, n=4.
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Durante o protocolo de indugédo de cancer colorretal por azoximetano
e dextran foi registrada a curva ponderal de todos os animais. Como
mostrado na Figura 1, os animais controle e pds-sepse apresentaram
redugdo de peso durante os tratamentos com dextran, e ambos os grupos
tiveram ganho de peso semelhante apds cessar a ingestao de dextran nos
dois primeiros ciclos. Contudo, apds o ultimo ciclo ha uma diferenca
significativa entre a média de peso dos dois grupos (Figura 13), néo
havendo diferengca entre o peso dos animais pds-sepse € animais naive ao

final do protocolo.
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Figura 13 - Variacdo temporal do peso durante o protocolo de iniciagao

tumoral colorretal com AOM/DSS. Os valores da figura representam a média *
E.P.M. dos valores dos pesos dos animais em g. Grupos: naive, controle AOM/DSS (AOM
10 mg/kg i.p. e DSS 2% v.0.), pés-sepse AOM/DSS (CLP e AOM 10 mg/kg i.p. e DSS 2%
v.0.), n=10/grupo. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
Os valores significativos tinham *p< 0,05 vs controle e AOM/DSS CLP.
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Durante o protocolo, foi evidenciado que a sobrevida dos animais dos

grupos controle e pés-sepse é semelhante como demonstra a Figura 14.
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Figura 14 - Sobrevida dos animais submetidos ao protocolo de iniciagao
tumoral colorretal com AOM/DSS. Curvas calculadas pelo método de Kaplan-Meier.

Valores expressos em %, n=10/grupo.

Nos dias 12, 32 e 52 do protocolo, logo apds os ciclos de DSS, foram
feitas analises por colonoscopia dos animais (Figuras 15 e 16) e ficou
evidente que houve uma colite mais pronunciada nos animais controle
comparados com 0s animais pos-sepse que receberam AOM/DSS. Além
disso, ndo houve diferenca nos valores de escores entre os animais pos-
sepse que receberam AOM/DSS e os animais controle e pds-sepse que
receberam apenas agua.

Além disso, foi analisado o comprimento dos célons dos animais

controle, pods-sepse e animais controle ndo submetidos ao protocolo
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AOM/DSS. Observou-se que 0s animais controle apresentaram reducgao
significativa no comprimento dos célons em comparagéo aos animais pos-

sepse e aos animais naive (Figura 17).
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Figura 15 - Escores colonoscépicos de classificagao de colite durante o

protocolo AOM/DSS. Observa-se colite mais intensa no grupo controle que recebeu
DSS em relagao aos demais grupos nos dias 12 (A), 32 (B) e 52 (C). Os valores da figura
representam a mediana dos valores dos escores colonoscépicos de colite. Grupos: controle
que receberam agua, pds-sepse que receberam agua, controle que receberam AOM/DSS,
pos-sepse que receberam AOM/DSS. Comparagao feita pelo teste de Kruskal-Wallis,

seguido pelo teste de Dunn. *p<0,05 vs pds-sepse DSS.



Dia 12 Dia 32 Dia 52

Controle

Pés_sepse . . .

Figura 16 - Fotografias representativas com visdo endoscoépica de colons de

animais submetidos ao protocolo AOM/DSS. O célon dos animais controle
apresenta maior colite (com espessamento, Ulceras e sangramento) quando comparado aos

de animais pos-sepse.
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Figura 17 - Média do comprimento dos célons dos animais submetidos ao

protocolo AOM/DSS. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores do
comprimento dos célons em cm. Grupos: naive, AOM/DSS controle, AOM/DSS CLP,
n=10/grupo. Comparacao feita pelo teste ANOVA, seguido de corregdo de Bonferroni. *p<

0,05 vs naive e pés-sepse.
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Nas Figuras 18A, 18B e 19A, fica demonstrado que alguns animais ja
apresentam tumores visiveis na colonoscopia logo apos o terceiro ciclo, no
dia 52, e os animais controle tem um maior numero de tumores e uma maior
carga tumoral. Com o decorrer do seguimento, no dia 65, os animais
controle permanecem com maior numero de tumores e carga tumoral que os

animais pos-sepse (Figuras 18C 18D e 19B).
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Figura 18 - Numero de tumores e carga tumoral colonoscépica de animais

submetidos ao protocolo AOM/DSS. Maior niumero de tumores e carga tumoral nos
animais controle que foram submetidos ao AOM/DSS nos dias 52 (A e B) e 65 (C e D). Os
valores da figura representam a mediana dos valores de numeros de tumores ou de carga
tumoral. Grupos: controle que receberam agua, pos-sepse que receberam agua, controle
que receberam AOM/DSS, pos-sepse que receberam AOM/DSS. Comparagao feita pelo
teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. *p< 0,05 vs controle agua.
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Figura 19 - Fotografias representativas com visdo endoscoépica de célons de

animais submetidos ao protocolo AOM/DSS. O célon dos animais controle
apresenta maior numero de tumores e maior carga tumoral de forma mais precoce que dos

animais pés-sepse.

Como se pode observar na Figura 20A, dentre os animais controle,
90% apresentaram tumores colorretais macroscopicos, enquanto apenas
10% dos animais pos-sepse desenvolveram tumores. Macroscopicamente,
houve uma maior quantidade de tumores nos animais controle e uma maior
carga tumoral (Figura 20C) em comparagdo com 0s animais poés-sepse

(Figura 20B e 21).
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Figura 20 - Porcentagem de animais que desenvolveram tumores colorretais

macroscopicamente e quantidade de tumores por animal. Os valores da figura
7A representam a média das porcentagens e da figura 7B representam a média + E.P.M.
dos valores da multiplicidade dos tumores e a figura 7C a carga tumoral (soma dos
didmetros dos tumores). Grupos: controle AOM/DSS, pds-sepse AOM/DSS, n=10 ou

5/grupo. Comparagéo feita pelo teste t de Student. *p< 0,05 vs controle.
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Controle Pos-sepse

Figura 21 - Fotografias representativas com visdo macroscépica de colons
de animais submetidos ao protocolo de iniciagdo tumoral. Tumores estéo

indicados por setas. O coélon do animal controle apresenta tumores visiveis

macroscopicamente e tem um menor tamanho quando comparado ao coélon do animal pds-
CLP.

Posteriormente, os coélons foram processados e corados por HE
(hematoxilina-eosina) para analise microscépica por patologista. Dentre os

animais controle, todos apresentaram adenoma ou adenocarcinoma, por
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outro lado, os animais pos-sepse nao apresentaram adenocarcinoma

(Tabela 1 e Figura 22).

Tabela 1 - Analise histopatolégica das amostras dos coélons quanto a
identificacdo de malignidade (n=5/grupo).

Mucosa i Adenoma de
Pélipo Adenoma  Adenocarcinoma
Normal baixo grau
Controle 0% 0% 0% 50% 50%
Pés-sepse 25% 50% 25% 0% 0%

Controle Pdbs-sepse

Figura 22 - Fotomicrografias representativas com visdao das camadas do

célon de animais submetidos ao protocolo AOM/DSS. O célon do animal controle

apresenta tumores evidentes.

Com o objetivo de identificar o momento no qual algumas citocinas e
quimiocinas poderiam estar modificadas de forma a influenciar o
desenvolvimento do CAC, grupos de animais controle e pds-sepse foram
eutanasiados nos tempo 0, 12, 52 e 65. Os niveis de, IFN-y, IL-13, TNF, IL-
6, IL-17, IL-13, IL-23, IL-33, TGF-3, KC, MIG e GM-CSF foram quantificados
nos colons. Esse experimento mostrou que houve um aumento significativo
de IFN-y no célon dos animais controle submetidos ao protocolo AOM/DSS

no dia 12 (Figura 23), de IL-1B, TNF, IL-6, IL-17, KC e MIG nos dias 12 e 65
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(Figuras 24, 25, 26, 27, 28 e 29), e de IL-33, TGF-B e GM-CSF no dia 65
(Figuras 30, 31, 32). Foi mostrado também um aumento de IL-23 nos
animais pos-sepse que receberam AOM/DSS no dia 65 em comparacao a

animais controle (Figuras 33 e 34).
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Figura 23 - Dosagem de IFN-y do colon de camundongos controle e pods-
sepse, que foram ou ndo submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de IFN-y (pg/mg
de tecido x 102) nos dias 0 12, 52 e 65. Comparacao feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 24 - Dosagem de IL-1B do cdélon de camundongos controle e pds-
sepse, que foram ou ndao submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de IL-1B (pg/mg

de tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparagao feita por ANOVA seguida do teste de
p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 25 - Dosagem de TNF do colon de camundongos controle e pds-
sepse, que foram ou ndao submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de TNF (pg/mg
de tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do

teste de Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 26 - Dosagem de IL-6 do colon de camundongos controle e pos-
sepse, que foram ou ndao submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de IL-6 (pg/mg de
tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparacgao feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 27 - Dosagem de IL-17 do colon de camundongos controle e pods-
sepse, que foram ou ndo submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de IL-17 (pg/mg
de tecido x 102) nos dias 0 12, 52 e 65. Comparagéo feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 28 - Dosagem de KC do colon de camundongos controle e pods-
sepse, que foram ou ndao submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de KC (pg/mg de
tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparacao feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 29 - Dosagem de MIG do célon de camundongos controle e pos-
sepse, que foram ou ndo submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de MIG (pg/mg
de tecido x 10%) nos dias 0 12, 52 e 65. A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do

teste de Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 30 - Dosagem de IL-33 do célon de camundongos controle e poés-
sepse, que foram ou ndo submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de IL-33 (pg/mg
de tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparacao feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 31 - Dosagem de TGF- do colon de camundongos controle e pds-
sepse, que foram ou ndao submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de TGF-B (pg/mg
de tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparagao feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham ***p<0,0001.
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Figura 32 - Dosagem de GM-CSF do célon de camundongos controle e pos-
sepse, que foram ou ndo submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de GM-CSF
(pg/mg de tecido x 10%) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparagao feita por ANOVA seguida do

teste de Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05, ***p<0,0001.
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Figura 33 - Dosagem de IL-23 do colon de camundongos controle e pods-
sepse, que foram ou ndo submetidos ao protocolo AOM/DSS nos dias 0, 12,

52 e 65. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de IL-23 (pg/mg
de tecido x 102) nos dias 0, 12, 52 e 65. Comparagao feita por ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham ***p<0,0001.
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52 CULTURA DE CELULAS APRESENTADORAS DE

ANTIGENOS

Na tentativa de estudar os mecanismos celulares pelos quais atua o
DSS, foi realizada cultura de macréfagos provenientes da medula 6ssea,
que foram tratados com LPS ou IL-4 para aquisicdo de perfil M1 ou M2,
respectivamente. Com isso, os macrofagos diferenciados foram expostos a
uma solugdo com 3% de DSS para analisar se o DSS seria capaz de alterar
o perfil dessas células. Foi observado que o DSS é capaz de polarizar
células MO e M2 para um perfil M1, com maior producdo de TNF, menor
producao de CCL22 (Figura 34) e com uma menor quantidade de células

expressando CD206 na membrana (Figura 35).
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Figura 34 - Quantidade de citocinas/ml produzidas pelos macréfagos. Os
valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de quantidade de TNF (A),
CCL22 (B) por ml (pg/ml). Grupos: MO, M1, M2. Comparagéo entre os grupos feita por
ANOVA seguida do teste de Bonferroni. n=2, feito em triplicata. Os valores significativos

tinham *p< 0,05.
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Figura 35 - Porcentagem de células F4/80+CD206+ (M2) no total de células.

Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores da porcentagem de células.
Grupos: M0, M1, M2. ANOVA seguida do teste de Bonferroni. n=2, feito em triplicata. Os
valores significativos tinham *p< 0,05 vs M0 e M1, #p<0,05 vs MO, M1, M2.

Levando em consideragao que as células dendriticas s&o essenciais
para apresentar antigenos e produzir citocinas que polarizam células T,
estas foram cultivadas juntamente a células T CD4 na presenca ou nao de
DSS. Com isso, foi observado que as co-culturas expostas ao DSS
apresentaram uma maior polarizagao para perfis antagénicos a células Treg,

que sao Th1 e Th17 (Figura 36).
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Figura 36 - Porcentagem de células CD4+IFN-gama+ (Th1) e CD4+IL-17+

(Th17) no total de células. Os valores da figura representam as porcentagens de
células Th1 e Th17 do valor total de linfécitos. Grupos: controle e DSS 1%. n=2, feito em

triplicata. Os grupos foram comparados pelo teste t de Student. *p< 0,001.

5.3 PAPEL DAS CELULAS TREG NA INICIAGAO TUMORAL DE

ANIMAIS POS-SEPSE

Apds o protocolo de iniciacdo tumoral colorretal, foi feito o
processamento de linfonodos mesentéricos, bacos e coélons dos animais
para a analise da presenca de células Treg através de citometria de fluxo.
Como apresentado na figura 38, houve uma menor porcentagem de células
Treg intraepiteliais (IEL) no célon de camundongos pds-sepse quando

comparado a animais controle. Por outro lado, aumento de Treg nas laminas
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préoprias de animais pés-sepse que receberam o AOM/DSS (Figura 37). Fato
este que nao se refletiu em diferengas estatisticamente significativas no

baco e linfonodo mesentérico (Figura 38).
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Figura 37 - Porcentagem de células CD4+Foxp3+ (Treg) total de células

mononucleares CD45+ nos cdlons (intraepiteliais e lamina prépria). Os valores
da figura representam a média + E.P.M. dos valores da porcentagem de células Foxp3 no
gate de CD4 presentes nas células IEL e LP. Grupos: Controle e pds-sepse com e sem
AOM/DSS. Comparagédo empregou ANOVA e teste t de student. *p< 0,05 vs controle.
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Figura 38 - Porcentagem de células CD4+Foxp3+ (Treg) total de células

mononucleares CD45+ no bacgo e linfonodos mesentéricos. Os valores da figura
representam a média + E.P.M. dos valores da porcentagem de células Foxp3 no gate de
CD4 presentes nas células IEL e LP. Grupos: Controle e pés-sepse com e sem AOM/DSS.
Comparagao empregou ANOVA e teste t de student.
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Logo apds o primeiro ciclo de DSS, os animais foram eutanasiados e
realizou-se o processamento de IEL e LP dos célons dos animais para a
analise da presencga de células Treg através de citometria de fluxo. Como
apresentado na figura 39, houve uma maior porcentagem de células Treg no
célon de camundongos pos-sepse quando comparado a animais controle
sem o uso de DSS. Na Figura 40, estdo demonstradas as contagens de
células CD4 e Treg na lamina propria, e ficou evidente que ndo houve
diferenca entre os grupos. Na Figura 41, estdo expressos o numero de

macrofagos M2, 15 dias apés a CLP.
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Figura 39 - Porcentagem de células CD4+ e CD4+Foxp3+ no total de

células mononucleares intraepiteliais dos coélons apdés um ciclo de DSS.
Como mostrado na figura, ha um maior nimero de células Treg nas IEL dos animais apos
CLP quando comparado aos animais controle. Quando é feito o ciclo de DSS esse valor &
reduzido, por outro lado, os animais controle tem um aumento de Treg apds o ciclo de DSS.
Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores da porcentagem de células
Foxp3 no gate de CD4 presentes nas células IEL. Grupos: controle e pds-sepse, DSS

controle e DSS pos-sepse. A comparagao empregou teste ANOVA seguido de pos-teste de
Bonferroni. *p< 0,05 vs controle e pds-sepse.
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Figura 40 - Porcentagem de células CD4+ e CD4+Foxp3+ no total de

células mononucleares na lamina prépria dos célons apds um ciclo de DSS.
Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores da porcentagem de células
Foxp3 no gate de CD4 presentes nas células da LP. Grupos: controle e pds-sepse, DSS
controle e DSS pos-sepse. A comparagédo empregou teste ANOVA seguido de pos-teste de

Bonferroni.
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Figura 41 - Numero de macrofagos M2 F4/80+ARG1+ no total de células

mononucleares na lamina proépria dos célons 15 dias apds CLP. Os valores da

figura representam a média + E.P.M. dos valores da porcentagem de células F4/80 na gate
de CD4 presentes nas células do célon. Grupos: controle, pos-sepse. A andlise estatistica

foi feita por teste t de student. *p< 0,05 vs controle e CLP.

Com esses resultados, foi repetido o protocolo de sepse seguida pela
iniciacdo tumoral e avaliado o impacto da reducdo do numero de células
Treg, com o uso de ciclofosfamida, ou da completa deplecédo dessas células,
com o uso de toxina diftérica, empregando animais geneticamente
modificados que possuem o gene do receptor dessa toxina acoplado ao
gene Foxp3 (DEREG).

Inicialmente foi avaliada a sobrevida desses animais e foi observado
que houve uma maior mortalidade de animais DEREG controle que
receberam a toxina (DTX) (Figura 42). Ficou demonstrado que houve
também aumento significativo na colite dos animais pos-sepse que
receberam a ciclofosfamida (Figura 43) ou a toxina diftérica (Figura 44) nos
dias D12, D32 e D52 quando comparados aos animais pos-sepse que

receberam apenas o DSS.
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Figura 42 - Sobrevida dos animais WT que receberam ciclofosfamida (A) e

DEREG que receberam toxina diftética (DTX) (B) e que foram submetidos ao protocolo de

iniciacdo tumoral colorretal com AOM/DSS. Valores expressos em porcentagem (%). As

curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier.
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Figura 43 - Escores colonoscopicos de colite apos tratamento com

ciclofosfamida. Evidencia-se maior intensidade da colite nos animais pos-sepse que
receberam DSS e ciclofosfamida em comparagdo aos animais pds-sepse que receberam
apenas DSS. Os valores da figura representam a mediana dos valores dos escores de
colite. Grupos: controle que receberam agua, CLP que receberam agua, controle que
receberam DSS, CLP que receberam DSS, controle e CLP que receberam ciclofosfamida. A
empregou o teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn. *p< 0,05 Ciclofosfamida

pos-sepse vs controle pds-sepse.
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Figura 44 - Escores colonoscopicos de colite apés tratamento de animais

DEREG com toxina diftérica. Evidencia-se maior intensidade da colite nos animais
pos-sepse que receberam DSS e toxina diftérica em comparagdo aos animais pos-sepse
que receberam apenas DSS. Os valores da figura representam a mediana dos valores dos
escores de colite. Grupos: controle que receberam agua, CLP que receberam &gua,
controle que receberam DSS, CLP que receberam DSS, controle e CLP que receberam
DTX. A comparagao empregou o teste Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. *p< 0,05
DTX pos-sepse vs controle pds-sepse (n.d. ndo determinado devido morte antes da

avaliagdo). DTX — toxina diftérica.
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Ao final do terceiro ciclo, foi possivel detectar a quantidade de
tumores e a carga tumoral presentes no célon dos animais submetidos ao

protocolo com ciclofosfamida (Figura 45) e com a toxina diftérica (Figura 46).
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Figura 45 - Numero de tumores e da carga tumoral por colonoscopia apés
tratamento com ciclofosfamida. Observou-se numero de tumores e carga tumoral

semelhantes no dia 52 entre os grupos que receberam ciclofosfamida. Os valores da figura
representam a mediana dos valores de numeros de tumores ou de carga tumoral. Grupos:
controle que receberam AOM/DSS, poés-sepse que receberam AOM/DSS, controle que
receberam AOM/DSS + ciclofosfamida, pos-sepse que receberam AOM/DSS +
ciclofosfamida. Comparagao empregou teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn. *p< 0,05
Controle sem sepse vs controle pos-sepse.
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Figura 46 - Numero de tumores e da carga tumoral dos animais DEREG

apos tratamento com DTX por colonoscopia. Observou-se que numero de tumores
e carga tumoral semelhantes no dia 52 entre os grupos controle e pés-sepse que recebeu a
toxina diftérica. Os valores da figura representam a mediana dos valores de numeros de
tumores ou de carga tumoral. Grupos: controle que receberam AOM/DSS, pds-sepse que
receberam AOM/DSS, controle que receberam AOM/DSS + toxina, pos-sepse que
receberam AOM/DSS + toxina. Comparag¢ao empregou teste de Kruskal-Wallis, seguido de
teste de Dunn. *p< 0,05 vs DTX poés-sepse. (n.d. ndo determinado devido morte antes da

avaliagdo).
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54 PROGRESSAO TUMORAL

Foi realizado um experimento no qual os animais eram submetidos a
iniciacdo tumoral com AOM+DSS. Apds 65 dias, todos os animais
apresentavam tumores, momento no qual foram randomizados em um grupo
controle e um grupo que seria feito CLP. Os animais controle e pos-sepse
tinham a mesma quantidade de tumores e carga tumoral 15 dias apds a
sepse, contudo 30 dias apds a sepse, como nao era possivel mensurar por
colonoscopia devido ao grande volume dos tumores, os animais foram
eutanasiados e foi observado um maior numero de tumores nos animais

pbés-sepse com maior carga tumoral (Figuras 47 e 48).
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Figura 47 - Numero de tumores e da carga tumoral por colonoscopia e

macroscopia de animais pos-AOM/DSS submetidos a CLP. Maior nimero de
tumores e carga tumoral nos animais pos-sepse pos-iniciagdo. Os valores da figura
representam a mediana dos valores de nimeros de tumores ou de carga tumoral. Grupos:
controle que AOM/DSS, pos-sepse pos-AOM/DSS. Comparagdo empregou teste t de
student. *p< 0,05.
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Controle Pb6s-sepse

Figura 48 - Fotografias representativas com visdo macroscépica de colons

de animais po6s-AOM/DSS submetidos a CLP. O célon do animal controle
apresenta menos tumores visiveis macroscopicamente quando comparado ao célon do

animal pés-CLP.
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Além disso, para estabelecer um outro modelo de progressao tumoral,
foi avaliado crescimento de tumores gerados pela inoculagao de células de
carcinoma de cdélon no tecido subcutaneo. Inicialmente, foi realizada uma
curva com trés quantidades diferentes de células de linhagem de tumor
colorretal (MC38). No decorrer dos dias, os tumores foram avaliados por
paquimetria. A dose de 1,0x10° células foi capaz de promover o crescimento
tumoral com menor variacdo, assim para o estudo com animais controle e

pos-sepse, foi adotada essa quantidade de células (Figura 49).

120007 -e- 50000 células
-~ 100000 células
100001 -m 500000 células

8000+

6000+

4000+

Volume tumoral (mm3)

2000+

7 11 14 18 21 25 30 35 40

Dias

Figura 49 - Variagdo do volume tumoral em mm? medido por paquimetro em

funcado do tempo em dias. Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos
valores dos volumes tumorais em mm®. Grupos: 5,0x10* 1,0x10°, 5,0x10° células inoculadas
por via s.c.. A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os

valores significativos tinham *p< 0,05 vs 5,0x10* células 1,0x10° células.
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Posteriormente, foi evidenciado por paquimetria e por
bioluminescéncia que os animais pds-sepse tinham um crescimento tumoral

exacerbado em comparagado com animais controle (Figuras 50, 51 e 52).
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Figura 50 - Variagado do volume tumoral em mm? medido por paquimetro em

funcdo do tempo em dias de animais controle e pds-sepse. Os valores da figura
representam a média + E.P.M. dos valores dos volumes tumorais em mm?®. Grupos: controle
e pos-sepse com 10° células s.c. A comparagao entre os grupos foi feita por ANOVA

seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05 vs controle.
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Figura 51 - Crescimento de tumores apds inoculagao de células tumorais no

subcutaneo de animais controle e pos-sepse avaliado bioluminescéncia. O
crescimento dos tumores foi estimado a partir da variagdo do fluxo total (fétons por
segundo) medida por bioluminescéncia em fungédo do tempo em dias. Os valores da figura
representam a média + E.P.M. dos valores do fluxo total (fétons por segundo). Grupos:
controle e pos-sepse com 1,0x10° células s.c. A analise estatistica foi feita por ANOVA

seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05 vs controle.
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Figura 52 - Fotografia representativa de camundongos durante a medicéo
da bioluminescéncia no dia 21 de animais injetados com células MC38 no

subcutaneo. Os animais pds-CLP emitem uma maior intensidade de fétons por segundo e

consequentemente apresentam tumores maiores.
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5.4 EXPERIMENTO DE COLONIZAGAO ESPLENICA

(METASTASE)

Para estabelecer o modelo de colonizagcéo esplénica, inicialmente, foi
realizada uma curva com trés quantidades diferentes de células, que foram
injetadas no baco dos animais. No decorrer dos dias, os tumores foram
avaliados por bioluminescéncia. A dose de 1,0x10° células foi a Unica capaz
de promover o crescimento tumoral nos animais. Assim, para o estudo com
animais controle e pos-sepse, foi adotada essa quantidade de células

(Figuras 53 e 54).

2.5%1009- 4
2 0x10°° M 1x10%cells
1.5x100°4 A 1x105cells
318:1803: @ 1x10° cells

Fluxo total (p/s)

0 5 10 15 20
Dias

Figura 53 - Variacdo do fluxo total (fétons por segundo) medido por
bioluminescéncia em fungdo do tempo em dias de acordo com injegcéo de

quantidades diferentes de células no bago. Os valores da figura representam a

média + E.P.M. dos valores do fluxo total (fétons por segundo). Grupos: 1,0x10* 1,0x10°
1,0x10° células intra-esplénica. A comparacéo empregou o teste ANOVA seguida do teste

de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05 vs 10* 10°.
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Figura 54 - Sobrevida dos animais submetidos ao protocolo de colonizagao

esplénica apos inoculagdo com diferentes volumes de células tumorais. Os

valores da figura representam os valores de porcentagem de animais vivos. Grupos: 1,0x10*

1,0x10° 1,0x10° células intra-esplénicas. As curvas de sobrevida foram calculadas pelo
método de Kaplan-Meier.

Em seguida, foi evidenciado que no décimo dia apds a injecdo de
MC38luc, os animais controle e pds-sepse nao apresentaram diferenca
significativa no tocante ao fluxo total de fétons (Figura 55), contudo, ao se
observar as fotografias (Figura 56), ficou evidente que os animais pos-
sepse apresentam maior quantidade de metastases hepaticas,
diferentemente dos animais controle que tém sua bioluminescéncia

concentrada na regiao do baco.
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Figura 55 - Fluxo total (fétons por segundo) medido por bioluminescéncia no

décimo dia em animais controle e pds CLP injetados com 1,0x10° no baco.
Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores do fluxo total (fétons por
segundo). Grupos: controle e CLP com 1,0x10° células injetadas por via intra-esplénica. A

comparagao foi feita pelo teste t de Student.

Controle

|
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Figura 56 - Fotografias representativas de animais submetidos a medi¢ao
de bioluminescéncia no décimo dia de animais injetados com células MC38

no bacgo. Os animais pds-sepse tem uma intensidade de fotons por segundo sendo
liberados em varias localizagdes, enquanto os controle tem uma localizacdo pontual

indicando estar presente apenas no bago.
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6 DISCUSSAO

A conexao entre inflamagdo e cancer vem sendo estudada desde
meados do século XIX, quando Virchow propds que a presencga de infiltrados
inflamatorios crénicos em tumores estariam associados a origem do cancer
(BALKWILL e MANTOVANI 2001).

Danos ao material genético causados pelo estresse oxidativo em
ambientes cronicamente inflamados estdo relacionados a carcinogénese
colorretal. (LONGO et al. 2015). Em teoria, a reducao dessa inflamacéao
crbnica acarreta reducdo da carcinogénese colorretal associada a colite.
Contudo, até o momento, nenhuma terapia anti-inflamatdria se mostrou
capaz de prevenir o desenvolvimento desse tipo de cancer (LONGO et al.
2015).

Ao periodo apds a resolucédo da sepse esta associado a resposta anti-
inflamatdria sistémica presente em pacientes sobreviventes a sepse
(HOTCHKISS et al. 2013). MOTA et al. (2016) demonstraram
experimentalmente que animais sobreviventes a sepse e posteriormente
inoculados com linhagem celular de melanoma desenvolveram maior
progressao tumoral quando comparados a animais controle. Contudo, ao
nosso conhecimento, nao existem estudos clinicos ou experimentais que
associam o estado de imunossupressdo pds-sepse com a iniciagao de
tumores.

O presente trabalho forneceu evidéncias experimentais de que
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animais sobreviventes a sepse submetidos ao protocolo de carcinogénese
colorretal associada a colite apresentaram reducdo da colite e do
desenvolvimento de tumores quando comparados aos animais nao
previamente submetidos a sepse. Foi observado que o acumulo de linfocitos
T reguladores em camundongos sobreviventes a sepse apresentou uma
associacao causal com a menor ocorréncia de colite, de adenomas e cancer
colorretal. Finalmente, assim como demonstrado na literatura com outros
canceres, tumores colorretais pré-estabelecidos tiveram um maior
crescimento em animais pos-sépticos.

A mortalidade proveniente da sepse esta relacionada inicialmente a
uma resposta pro-inflamatoria sistémica exacerbada, com danos em
multiplos 6rgaos (SINGER et al. 2016). Os atuais protocolos de tratamento
determinaram maior sobrevida nos ultimos anos (DELLINGER et al. 2013).
Contudo, os pacientes que sobrevivem a sepse podem apresentar a longo
prazo uma resposta anti-inflamatéria compensatoria, imunossupressora, que
se associa a maior incidéncia de infecgbes secundarias oportunistas
(PRESCOTT et al. 2016).

Experimentalmente, alguns modelos animais foram desenvolvidos
com o intuito de mimetizar a patogénese da sepse. Dentre eles, o modelo de
CLP pode ser considerado uma importante ferramenta (BURAS et al. 2005).
Animais submetidos a CLP e tratados com antibiéticos tém uma sobrevida
em torno de 50%, e os animais sobreviventes apresentam imunossupressao
e maior susceptibilidade a outras doencgas. Nesse sentido, NASCIMENTO et

al. (2010) e RESTAGNO et al. (2016) instilaram Legionella pneumophila e
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Pseudomonas aeruginosas, respectivamente, nos pulmdes de camundongos
sobreviventes a sepse, evidenciando uma maior letalidade nesses animais
quando comparado a animais controle sem sepse (NASCIMENTO et al.
2010; RESTAGNO et al. 2016).

Além de doencas infecciosas, animais pds-sépticos apresentam maior
crescimento tumoral quando inoculados com linhagens tumorais de cancer
de pulmao (CAVASSANI et al. 2010) ou melanoma (MOTA et al. 2016).

Contudo, até o momento, ndo ha trabalhos que tenham explorado o
papel do estado de imunossupressao poés-sepse no desenvolvimento de
outras doencas inflamatérias e auto-imunes. Nesse sentido, este trabalho
explorou de forma inédita o papel da imunossupressdo poés-sepse no
desenvolvimento de colite e CAC.

O CCR é terceira maior causa de morte relacionada ao cancer
(TORRE et al. 2015). Embora os tumores esporadicos sejam mais
prevalentes, o CCR pode estar associado a retocolite ulcerative e doencga de
Crohn prolongadas (EKBOM et al. 1990). Com intuito de mimetizar o CAC,
diversos modelos experimentais foram produzidos (WARD e TREUTING
2014). Dentre eles, o modelo de carcinogénese quimica utilizando o AOM
(carcinégeno) e DSS (indutor de colite) tem sido amplamente utilizado
devido a sua semelhanga molecular com a doenga em humanos (BECKER
et al. 2004; FAZIO et al. 2011).

Em nosso trabalho, foi utilizado o modelo AOM/DSS em
camundongos C57BL/6, e, corroborando dados da literatura (NEUFERT et

al. 2007; PASTILLE et al. 2014), foi evidenciada colite apdés cada ciclo de
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DSS e presenga de adenomas e adenocarcinomas colorretais ao final do
protocolo de 65 dias. Por outro lado, animais sobreviventes a sepse nao
desenvolveram colite e apresentaram uma quantidade reduzida de tumores
quando submetidos ao mesmo protocolo.

Diversos mecanismos proé-inflamatoérios estao envolvidos no processo
fisiopatolégico da colite induzida pelo DSS, dentre eles a produgédo e
liberagdo de citocinas e quimiocinas parece ser crucial (PERSE e CERAR
2012).

Dentre as respostas pro-inflamatérias que podem atuar em danos
teciduais, a resposta Th1 é caracterizada pela producdo de IFN-y, o qual
ativa células apresentadoras de antigenos e inibe a resposta Th2 (TEIXEIRA
et al. 2005). Evidéncias da literatura sugerem que o IFN-y exerce papel na
colite induzida por DSS. Camundongos BALB/c submetidos ao protocolo de
colite com 5 dias de DSS na &gua, apresentaram grande produgao de
RNAm de IFN-y, o qual estava diretamente relacionado ao grau de colite
(EGGER et al. 2000). Em outro trabalho com colite experimental, utilizando
camundongos C57BL/6, foi demonstrado uma maior produgédo de IFN-y nos
dias 5 e 12 apds o inicio do ciclo de 5 dias de DSS na agua (MELGAR et al.
2005). Posteriormente, ITO et al. (2006) evidenciaram uma inibigao total da
colite induzida por DSS em animais geneticamente modificados com delecéo
do gene para IFN-y (ITO et al. 2006). De maneira semelhante, houve
aumento dos niveis de IFN-y no intestino em nosso modelo de colite em
camundongos naive, mas ndo em camundongos sobreviventes a sepse.

Outra importante citocina envolvida na resposta inflamatéria aguda é
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a IL-1B, a qual pode ser produzida por macréfagos, células endoteliais,
fibroblastos e células musculares lisas (DINARELLO 2011). ARAI et al.
(1998) foram os primeiros a mostrar a importancia da IL-13 na génese da
colite induzida por DSS. Os autores evidenciaram um aumento de RNAm de
IL-18 ja no quinto dia apds o inicio da indugao da colite. Com isso, utilizaram
anticorpos contra o ligante ou contra o receptor IL-1R e observaram colite
mais branda nos animais assim tratados (ARAI et al. 1998). Sugere-se que o
mecanismo de indug¢ao de producao de IL-13 na colite induzida por DSS é
dependente da ativagao do inflamassoma NLRP3 e da caspase-1, uma vez
que sua inibigao, utilizando, respectivamente, camundongos NLRP3” e o
inibidor de caspase-1, pralnacasan, reduziu a colite e os niveis de IL-13
(BAUER et al. 2010).

Em fases mais tardias da carcinogénese do CAC, também ocorre
aumento de IL-1B3. Este achado esta relacionado a maior crescimento
tumoral e mortalidade em modelos de tumores xenograficos (ELARAJ et al.
2006). O uso do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) durante os ciclos
de DSS do protocolo AOM/DSS, reduziu o numero de tumores (WANG et al.
2014a). Em concordancia, nosso trabalho evidenciou dois momentos em
que ocorre maior concentracdo de IL-1B no cdlon dos animais controle
submetidos ao modelo de colite experimental, nos dias 12 e 65. Enquanto
isso, 0s animais pds-sepse nao apresentaram aumentos significativos de IL-
1B.

No presente trabalho também foi possivel observar um acumulo de

TNF no célon de animais controles nos dias 12 e 65 do AOM/DSS, o qual
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nao ocorreu em animais pos-sepse. Dados da literatura sugerem que o TNF
nao apresenta um papel crucial na patogénese da fase aguda da colite
induzida por DSS, em animais geneticamente deficientes para TNF observa-
se piora da colite, com maior perda de peso e parametros inflamatoérios
comparado a animais selvagens (NOTI et al. 2010). Dessa forma, o aumento
de TNF na fase aguda da colite pode ser unicamente resultado da
inflamacao. Por outro lado, a auséncia de sinalizacdo do TNF, como
observado em animais deficientes para o receptor TNFR1 ou através do
sequestramento de TNF pelo uso do receptor soluvel (ertanecept), reduz o
desenvolvimento de tumores colorretais em animais submetidos ao
AOM/DSS. Além disso, foi demonstrado que o mecanismo de indugao da
carcinogénese mediado pelo TNF é dependente de COX-2 e beta-catenina
(POPIVANOVA et al. 2008).

Outra importante citocina de fase aguda, a IL-6, demonstra ser um
importante estimulo para a proliferacdo das células epiteliais normais ou
malignas do intestino. Assim, animais deficientes para IL-6 apresentam colite
mais acentuada que animais selvagens na fase aguda da colite, contudo,
desenvolvem uma menor quantidade de tumores colorretais (GRIVENNIKOV
et al. 2009). No presente trabalho, foi demonstrado picos de IL-6 no célon de
animais controle nos dias 12 e 65, o que nao foi observado nos animais pds-
sepse. Nesse caso, nossa hipotese seria de que a |IL-6 estaria atuando na
regeneragao celular intestinal dos animais controle mas poderia acarretar
em maior proliferacdo tumoral. No caso dos animais previamente

submetidos a CLP, a pequena quantidade de IL-6 ndo parece ser suficiente
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para prejudicar a regeneragcdo intestinal, uma vez que outros
desencadeadores da colite também ndo estao presentes nesses animais.

GRIVENNIKOV et al. (2009) observaram que animais deficientes para
IL-6 apresentaram menor producido de IL-17A no modelo de colite. Assim
como nos animais IL-67, foi observada uma menor quantidade de tumores
colorretais em animais IL-17A™ quando comparados a animais selvagens
submetidos ao protocolo AOM/DSS (HYUN et al. 2012). Na inflamacéao
aguda, animais IL-17A™ apresentaram menor escore de colite que animais
selvagens, com menor produgao de IFN-y, TNF e IL-6 (HYUN et al. 2012).
Nesse sentido, nossos dados apontam que a |IL-17 encontra-se aumentada
tanto na fase aguda da colite como também durante a progressao tumoral.
Animais do grupo pos-sepse tratados com DSS, por outro lado, ndo
apresentaram aumento de IL-17.

A quimiocina KC/CXCL1 é um potente quimioatraente de neutrofilos
ao ligar-se em seu receptor CXCR2 (KOLACZKOWSKA e KUBES 2013).
Diversos trabalhos vém destacando a importancia dos neutréfilos na
patogénese da inflamagao intestinal (FOURNIER e PARKOS 2012). A partir
da inibicdo do recrutamento de neutréfilos com o uso de antagonistas
(BENTO et al. 2008), anticorpos (FAROOQ et al. 2009) ou delecéo génica
do CXCR2 (BUANNE et al. 2007), foi possivel demonstrar que a redugao do
infiltrado neutrofilico na mucosa intestinal reduz a colite induzida por DSS.
Além disso, animais CXCR2"" submetidos ao modelo de carcinogénese com
AOM/DSS apresentaram uma supressao da formacao de tumores colorretais

(JAMIESON et al. 2012). Corroborando estes dados, nosso trabalho



108

demonstrou que animais pos-sepse nao apresentaram niveis elevados de
KC no célon, diferentemente dos animais controle que tiveram aumento nos
dias 12 e 65, podendo ser um dos motivos da reducido da inflamacéo e
carcinogénese.

Outras quimiocinas parecem ser importantes no processo de
inflamacéo intestinal aguda e crénica induzida por DSS (ALEX et al. 2009). A
quimiocina MIG/CXCL9 liga-se no receptor CXCR3 e tem a fungao de atrair
linfécitos (FARBER 1997). E importante destacar que a producéo de MIG é
induzida por IFN-y. Assim, em animais IFN-y"' submetidos ao protocolo de
CAC, nos quais houve uma menor inflamagao intestinal e carcinogénese,
houve também uma reduzida produg¢ao de MIG (ITO et al. 2006). Em nosso
trabalho, ficaram evidentes dois picos de produgao de MIG nos dias 12 e 65.

A interleucina-33, um membro da familia da IL-1, € um importante
modulador do sistema imune, muitas vezes atuando como uma alarmina
(CAYROL e GIRARD 2014). A IL-33 apresenta niveis aumentados nas
células epiteliais intestinais (CAYROL e GIRARD 2014). O bloqueio da
atividade de IL-33 através do uso de animais modificados com dele¢cao do
seu receptor (ST2), reduz a colite induzida por DSS através do aumento da
regeneracao da mucosa (SEDHOM et al. 2013). Por outro lado, quando foi
injetada IL-33 exdgena, a colite aguda foi agravada (ZHU et al. 2015).
Embora a IL-33 tenha contribuido para a colite aguda, cronicamente, ela
contribui para reducao da colite induzida por DSS através direcionamento
para um perfil de citocinas Th2 (GROS et al. 2012). Em nosso trabalho, foi

encontrado um aumento nos niveis de IL-33 nos célons dos animais controle
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com AOM/DSS nos dias 12, o qual esta relacionado ao aumento da colite
aguda. Por outro lado, foi encontrado niveis aumentados de IL-33 nesses
mesmos animais no dia 65, podendo estar relacionado a uma fase de
regeneragao tecidual.

Encontrou-se também que os niveis de IL-33 estdo elevados nos
animais pods-sepse em relacdo aos animais controle 15 dias apdés a CLP.
Este fato, esta relacionado a um aumento de células Treg nesse periodo da
imunossupressao pos-sepse, uma vez que a IL-33 estabiliza as Treg
(SCHIERING et al. 2014).

A sinalizagcdo do TGF- € uma via essencial no estabelecimento da
tolerancia imunolégica (LI et al. 2013). Desta forma, camundongos
geneticamente deficientes no receptor de TGF-f desenvolvem uma
sindrome inflamatéria fatal e deficiéncia na geragdo ou manutencao de
células Treg naturais (LI et al. 2013). Camundongos deficientes para o
receptor de TGF-( tipo Il tiveram menor susceptibilidade a carcinogénese
colorretal associada a colite induzida por AOM/DSS, com reducdo no
numero e tamanho de tumores (LI et al. 2013). Esses mesmos
camundongos produziram menores quantidades de IL-6 e TNF (LI et al.
2013). Além disso, os autores observaram um aumento na propor¢ao de
células Treg na lamina propria em estagios iniciais do CAC (LI et al. 2013).
Em nosso trabalho, encontrou-se niveis aumentados de TGF- nos célons
dos animais controle que receberam AOM/DSS comparado aos outros
animais apenas no dia 65, refletindo o aumento de IL-6, TNF e Treg.

Em nosso trabalho, foi encontrado um aumento da citocina IL-23 nos
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cblons dos animais pos-sepse AOM/DSS em comparagdo aos animais
controle AOM/DSS no dia 65. Nesse mesmo momento, niveis elevados de
IL-33 estdo presentes nos animais controle AOM/DSS. SCHIERING et al.
(2014) demonstraram que a IL-23 reduz a resposta das células Treg ao
estimulo com IL-33 e que o equilibrio entre essas duas citocinas € um
importante controlador da resposta imune intestinal.

Além de citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento, como o GM-
CSF, sao importantes para o desenvolvimento de células hematopoiéticas
(XU et al. 2008). Agudamente, foram feitos estudos de colite induzida por
DSS em animais selvagens e deficientes para GM-CSF, sendo observada
colite mais intensa em animais deficientes, com maior producao de citocinas
pré-inflamatoérias (XU et al. 2008). Em fases mais tardias da carcinogénese
do CAC, o GM-CSF promove o crescimento tumoral via VEGF (WANG et al.
2014b). Assim, evidenciou-se um aumento nos niveis intestinais de GM-CSF
no dia 65, ou seja, durante a fase de progressao tumoral, o qual nao foi
detectado em animais sobreviventes a sepse.

De modo geral, nosso trabalho demonstrou um conjunto de citocinas
€ quimiocinas proé-inflamatérias sendo liberado durante a inflamacgao
intestinal aguda induzida por DSS. Neste contexto, o DSS pode agir
promovendo desregulagao da microbiota intestinal (ZHANG et al. 2016) ou
estimulando diretamente células apresentadoras de antigenos (BAUER et al.
2010). BAUER et al. (2010) demonstraram, em experimentos in vitro, que ao
adicionar DSS em meio de cultura de macréfagos ha um estimulo a

producao de IL-1B de forma dependente do inflamassoma NLRP3. Outro
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trabalho, dessa vez in vivo, demonstrou que existe um desequilibrio entre a
diferenciagdo de macrofagos M1 e M2 durante a colite induzida por DSS,
sendo a presenca das células M1 mais pronunciadas no processo
inflamatdrio agudo (ZHU et al. 2014; WANG et al. 2015). Por outro lado,
ZHU et al. (2014) demonstraram que ao injetar células M2 por via
endovenosa foi possivel reduzir a colite e a produgcdo de citocinas
inflamatdrias, e relacionou esses resultados com o aumento de células Treg.

Em nosso trabalho, evidenciou-se um aumento de macréfagos M2 no
colon dos animais pds-sepse, 0 que pode estar relacionado com a inibigao
da colite e com a reducdo da produgao de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdérias nesses animais. Além disso, demonstrou-se que o DSS,
guando adicionado a meio de cultura de macréfagos derivados da medula,
induz polarizagdo no sentido M1, o que justificaria a inflamacgao intestinal
presente nos animais controle.

Outro elemento critico para a indugao de resposta pro-inflamatoria é a
célula dendritica. Essas células sdo especializadas em apresentar antigenos
promovendo a diferenciacdo das células T (BEKIARIS et al. 2014). Elas
desempenham um importante papel na génese da inflamacgao intestinal
induzida por DSS, uma vez que ao promover a deplecao dessas células, os
animais expostos ao DSS pela agua ingerida cursam com colite menos
intensa. Por outro lado, quando os animais que recebem DSS sao tratados
com injegao endovenosa de células dendriticas, observa-se uma inflamacéao
intestinal exacerbada (BERNDT et al. 2007).

No estudo atual, demonstrou-se que o DSS induz maior diferenciagao
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para Th1 e Th17 em co-culturas de células dendriticas derivadas da medula
com linfécitos T naive. A sepse a longo prazo cursa com uma redugao na
quantidade ou funcionalidade de células dendriticas em camundongos
(BENJAMIM et al. 2005) e humanos (GRIMALDI et al. 2011). Assim, sugere-
se que o0s camundongos pos-sepse possam estar produzindo menor
dendriticas.

A disfuncao das células dendriticas acontece através de mecanismos
epigenéticos e pode resultar em menor resposta Th1 e maior frequéncia de
infeccbes secundarias (WEN et al. 2008). Além disso, foi demonstrado
experimentalmente que animais pos-sepse com fendtipo clinico normal
apresentam maior quantidade de Treg sistemicamente (NASCIMENTO et al.
2010). Quando foi feita a inibicdo de células Treg nesse periodo houve uma
reducdo da susceptibiidade dos animais a infeccbes pulmonares
(NASCIMENTO et al. 2010) e ao crescimento de tumores (CAVASSANI et
al. 2010).

Em pacientes com cancer, o valor prognostico da frequéncia de
células Treg em tumores pode ser controverso. Contudo, em tumores
colorretais, foi evidenciado, em duas metanalises recentes, que pacientes
com tumores de codlon, infiltrados com altos niveis de células Treg
apresentam maior sobrevida global do que pacientes com baixos niveis
(HUANG et al. 2014; SHANG et al. 2015). SAITO et al. (2016) distinguiram
as células Treg em dois perfis: supressoras com FOXP3"" e n3o-

supressoras com FOXP3"°%. Ambas produzidas a partir do classico estimulo



113

com TGF-B, contudo as FOXP3"°" dependem também de IL-12. Pacientes
com maior quantidade de FOXP3"°" em tumores colorretais apresentaram
sobrevida global maior que aqueles com alta infiltracdo por FOXP3"e". Os
autores também encontraram que pacientes com maior expressao de IL-12
nos tumores tinham maior sobrevida (SAITO et al. 2016).

Experimentalmente, a quantidade de células Treg detectada no cdélon
por citometria de fluxo encontra-se aumentada ao final do protocolo
AOM/DSS (PASTILLE et al. 2014). Foi demonstrado também que a ablagao
dessas células durante os ciclos de DSS, ocasionou exacerbacao da
resposta inflamatéria com morte dos animais. No entanto, quando essas
células foram depletadas em estagios tardios, quando os tumores colorretais
ja estavam estabelecidos, houve uma redugdo no crescimento tumoral
(PASTILLE et al. 2014). Por outro lado, ao fazer transplante autélogo de
células Treg em animais que foram submetidos aos modelo de colite por
infeccdo com Leishmania major (LIU et al. 2003) e colite em animais
imunodeficientes que receberam células T CD4 (MOTTET et al. 2003),
ocorreu a resolugao dos parametros inflamatorios.

Assim, é possivel inferir que um aumento na quantidade de células
Treg durante a colite induzida por DSS poderia cursar com menor
inflamacé&o. Por outro lado, um aumento quando ja houve a transformagao
maligna seria capaz de acelerar a progressao tumoral. Nesse contexto,
nosso trabalho demonstrou que as Treg encontram-se aumentadas no célon
dos camundongos poés-sepse durante o primeiro ciclo de DSS em

comparagao a animais naive, podendo ser este o motivo pelo qual esses
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camundongos nao desenvolvem colite. No decorrer do experimento, foi
observado que o primeiro ciclo de DSS foi capaz de promover aumento de
Treg no célon de animais controle, algo que nao aconteceu nos animais pos-
sepse. Além disso, ao final do protocolo houve um aumento exacerbado na
quantidade de células Treg no coélon de animais controle, enquanto a
quantidade de Treg no célon de animais pos-sepse se manteve constante.

Para avaliar se as células Treg de fato seriam as responsaveis pela
inibicdo da colite e do CAC nos animais pos-sepse, foram utilizados dois
protocolos de deplecao dessas células, utilizando ciclofosfamida ou animais
DEREG.

A ciclofosfamida é um alquilante empregado no tratamento de
diversos tumores e doengas autoimunes (COLVIN 1999). Em baixas doses,
a ciclofosfamida pode depletar células Treg, promovendo um aumento da
resposta imune (LUTSIAK et al. 2005; ZHAO et al. 2010). Em nosso
protocolo, os animais foram tratados com ciclofosfamida um dia antes da
injecdo de AOM e avaliados no tocante aos parametros inflamatérios
colonoscopicos. Dessa maneira, foi observada colite mais intensa em
animais pos-sepse que receberam ciclofosfamida quando comparado aos
animais pés-sepse sem tratamento, embora ndo seja possivel descartar um
possivel efeito citotdoxico sobre a mucosa intestinal. Ainda, no dia 52, foi
constatado a presenca de tumores nesses animais, apesar de em menor
quantidade quando comparado aos animais controle submetidos ao
AOM/DSS.

Os animais DEREG expressam o receptor da toxina diftérica em
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fusdo com a proteina GFP sob controle do promotor do gene foxp3,
permitindo a deplecao de células Treg ao injetar os camundongos com DTX
(LAHL et al. 2007). Dessa forma, dois grupos de animais controle e pos-
sepse foram injetados com DTX dois dias consecutivos antes de se iniciar o
protocolo com AOM/DSS. Os animais controle ndo sobreviveram ao fim do
primeiro ciclo. Isso demonstra a importadncia de Tregs na homeostase
intestinal dos animais e corrobora achados prévios da literatura (PASTILLE
et al. 2014). Assim, os animais pds-sepse que receberam DTX passaram a
ter escores de colite semelhante a dos animais controle, apds os trés ciclos
de DSS. Esses animais também desenvolveram tumores similares aos
animais controle. Por outro lado, o aumento de Treg na mucosa intestinal
induzido pela administragcao de baixas doses da toxina da colera antes dos
ciclos de DSS reduz a colite e inibe o desenvolvimento de tumores
decorrentes do AOM/DSS (DOULBERIS et al. 2014).

Dessa maneira, torna-se claro que as células Treg presentes nos
animais pos-sepse podem suprimir a inflamacédo intestinal e limitar a
iniciacdo da carcinogénese de tumores dependentes de inflamagao. Por
outro lado, a supressao da imunovigilancia pelas células Treg pode facilitar o
crescimento de tumores em modelos de inoculagdo de células tumorais no
subcutaneo (CAVASSANI et al. 2010).

A partir dessa informacéo, foi introduzida a hipétese de que animais
submetidos ao protocolo AOM/DSS e, posteriormente, a sepse, teriam maior
progressao tumoral. De fato, esses animais apresentaram maior numero de

tumores e carga tumoral do que animais controle. Além disso, em
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consonancia com dados da literatura (CAVASSANI et al. 2010; MOTA et al.
2016), foi realizada injegao heterotépica de células de linhagem de cancer
colorretal (MC38) no subcuténeo e observado um maior crescimento tumoral
nos animais poés-sepse. Ainda, essas células foram também injetadas no
baco de animais controle e pds-sepse, sendo evidente o desenvolvimento de
maior carga tumoral no figado de animais sobreviventes a sepse.

Em suma, nossos dados sustentam a ideia de que animais
sobreviventes a sepse tem reducdo da inflamacdo intestinal e
consequentemente do CAC, de maneira dependente de células Treg.
Entretanto, camundongos sobreviventes a sepse apresentaram maior
crescimento de CRC inoculado no subcutaneo, assim como maior carga
tumoral hepatica apods inoculacdo esplénica. Dessa forma, o presente
trabalho traz luz ao possivel papel dual de linfécitos T reguladores na
carcinogénese colorretal (Figura 57).

Em fases iniciais, em que a presenca de inflamacao é importante para
o surgimento de adenomas, o estado pds-sepse e as Treg exerceriam papel
protetor, ao inibir a carcinogénese induzida pela inflamagao cronica. Ja em
fases mais tardias da carcinogénese colorretal, especulou-se que Tregs
estao associados a promocao de maior crescimento tumoral, possivelmente
através da promocgao de evasdo imune pela inibigcao de linfocitos T efetores.

A despeito de ter fornecido evidéncias para o entendimento do papel
da sepse na inibicdo da carcinogénese do CAC, o conjunto de dados
levantados neste trabalho também apresenta limitagbes dignas de nota. Por

exemplo, nado foi verificada a progressao tumoral apdés os 65 dias de
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AOM/DSS. Portanto, ndo pode-se afirmar qual seria o comportamento
tumoral nesse periodo. Além disso, limitou-se a mostrar a presenca de
células e citocinas em todo o célon, tendo em vista as dificuldades técnicas
de se obter quantidades suficientes de células dissecando apenas os
tumores. Houve ainda dificuldade técnica em obter culturas de células
(macréfagos e linfécitos) primarias do colon, sendo por isso adotadas
culturas derivadas da medula.

Atualmente, o uso clinico de estratégias que aumentam a quantidade
de células Treg no organismo vém sendo investigadas em diversas doengas
autoimunes, como artrite reumatoide e diabetes tipo 1 (WEHRENS et al.
2010; VON BOEHMER e DANIEL 2013; SERR et al. 2016). Essas
estratégias podem representar uma nova abordagem para o tratamento das
doencas inflamatérias intestinais e, consequentemente, para a prevencao do

cancer colorretal associado a colite.
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Figura 57 - Papel da sepse e das células T reguladoras no desenvolvimento

do cancer colorretal associado a colite. (A) Parede intestinal durante o processo da

carcinogénese do cancer colorretal associado a colite induzida por AOM/DSS. (B) Parede

intestinal durante o protocolo AOM/DSS precedido de sepse. (C) Parede intestinal durante o

protocolo AOM/DSS sucedido por sepse. Na situagéo 1 as células Treg inibem a inflamagao

pré-tumoral e assim inibem a carcinogénese. Na situagdo 2 as células Treg inibem a

atividade anti-tumoral e facilitam a imunidade pré-tumoral, favorecendo o crescimento

tumoral. As setas representam ativacao e as linhas inibigdo. LTC, linfécitos T citotoxicos.
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CONCLUSOES

Foi demonstrado de forma inédita que ha inibicdo da colite e iniciacao
tumoral do cancer colorretal associado a colite em camundongos
sobreviventes a sepse.

Ocorre inibicao do aumento de multiplas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias durante a iniciagdo tumoral de camundongos
sobreviventes de sepse.

Ha maior diferenciagdo de macrofagos M1 e de perfis de linfocitos
Th1 e Th17 a partir do estimulo com DSS.

As células Treg e macrofagos M2 encontram-se aumentadas nos
colons de animais sobreviventes a sepse.

Ocorre aumento de Treg nos célons de animais controle no decorrer
da iniciagdo tumoral.

A deplecgao de linfocitos Treg foi capaz de reverter a inibicdo da colite
e da iniciagao tumoral no estado pos-sepse.

Ha favorecimento do crescimento tumoral do cancer colorretal pré-

estabelecido em camundongos pods-sepse.
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Anexo 2 - Planejamento experimental com numero total de animais

utilizados
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