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RESUMO 

 

A mucosite induzida no trato gastrointestinal pelo tratamento antineoplásico 

constitui um importante, dose limitante e dispendioso efeito colateral da quimioterapia e 

radioterapia, podendo acarretar na interrupção e/ou postergação do tratamento. A 

microbiota presente no trato gastrointestinal está envolvida em várias doenças inflamatórias 

intestinais, entretanto não se sabe seu papel no desenvolvimento da mucosite. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar o papel da microbiota no desenvolvimento da mucosite intestinal 

induzida pelo quimioterápico 5-fluorouracil (5-FU). O tratamento com 5-FU em animais 

convencionais (CV) resultou em inflamação e dano intestinal. A fim de avaliar o papel da 

microbiota na mucosite utilizamos animais isentos de germes (GF) e tratados com coquetel 

de antibióticos para a depleção da microbiota (AB). A ausência da microbiota, em ambos 

modelos, foi associada a menor inflamação e preservação do tecido intestinal após 

tratamento com 5-FU. O dano tecidual induzido pelo 5-FU nos animais CV foi associado 

ao aumento do número de enterobactérias e de Escherichia coli nas fezes. A prevenção do 

aumento de enterobactérias, através do tratamento com ciprofloxacino, preveniu o dano 

tecidual induzido pelo 5-FU nos animais CV. A colonização dos animais GF com a 

microbiota total ou a monocolonização com E. coli foram eficientes em reverter o fenótipo 

protetor desses animais após tratamento com 5-FU e promover a inflamação e dano 

tecidual. Animais GF apresentam aumento da concentração basal de corticosterona e a 

monocolonização com E. coli reduziu a concentração desse hormônio durante a mucosite. 

Nossos dados demonstram que ausência da microbiota protege os animais dos danos 

induzidos pelo 5-FU. Em animais convencionais o aumento de enterobactérias e E. coli 

exacerba o dano tecidual induzido pelo 5-FU. O aumento de E. coli pode inibir o aumento 

de corticosterona e exacerbar os efeitos do quimioterápico.  
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ABSTRACT 

 

Antineoplasic-induced mucositis in gatrointestinal tract is an important and costly 

dose-limiting side effect of chemotherapy and radiotherapy and may result in disruption 

and/or delay of treatment. The microbiota present in the gastrointestinal tract is involved in 

several inflammatory bowel diseases, however its role in mucositis development is not 

known. The aim of this study was to investigate the role of the microbiota in the 

development and severity of 5-fluorouracil (5-FU) chemotherapy-induced mucositis. 

Conventional mice (CV) treated with 5-FU showed intestinal inflammation and tissue 

damage. In order to assess the role of the microbiota in mucositis we use germ-free mice 

(GF) and mice treated with an antibiotics cocktail for microbial depletion (AB). Absence of 

microbiota in both models was associated with reduced inflammation and gut tissue 

preservation after 5-FU treatment. 5-FU-induced tissue damage in CV mice was associated 

with increased content of enterobacteria and E. coli in the feces. Prevention of 

enterobacteria increase in CV mice by ciprofloxacin treatment prevented 5-FU-induced 

tissue damage. Colonization with whole microbiota or E. coli monocolonization of GF mice 

were effective in reversing the protective phenotype of these animals after 5-FU treatment 

promoting inflammation and tissue damage. GF animals showed increased basal 

corticosterone concentration and monocolonization with E. coli reduced the concentration 

of this hormone after mucositis induction. Our data demonstrate that microbiota absence 

protects the mice from 5-FU-induced damage. Increase of enterobacteria and E. coli in CV 

mice exacerbate 5-FU-induced tissue damage. E. coli increase can inhibit the corticosterone 

increase and exacerbate chemotherapy effects. 



  

9 
 

1. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA   

 

A mucosite é um dos efeitos colaterais mais indesejados dos tratamentos 

antineoplásicos por quimioterápicos e/ou radioterápicos. Essa condição é caracterizada 

tanto por inflamação quanto pela perda de células da barreira epitelial do trato 

gastrointestinal. Clinicamente a mucosite está associada a vários sintomas como dor 

abdominal intensa, náuseas, sangramento, diarreia grave e inanição, podendo acarretar na 

diminuição ou interrupção do tratamento antitumoral.  Todas essas complicações resultam 

em maior período de hospitalização, aumento do custo para o sistema de saúde e 

mortalidade.  

A mucosite ocorre numa região colonizada por um número astronômico de 

microrganismos comensais e mutualísticos. Esses microrganismos formam uma complexa 

comunidade denominada de microbiota indígena. No trato gastrointestinal ocorre uma 

interação dinâmica entre o hospedeiro e componentes da microbiota indígena. A microbiota 

contribui de forma proeminente para vários processos fisiológicos do hospedeiro, tais como 

resistência a colonização oportunista ou microrganismos patogênicos, captação de 

nutrientes e imunomodulação. A microbiota indígena representa um importante sinal para a 

maturação do sistema imune, como o desenvolvimento da função imune das células 

epiteliais, maturação dos tecidos linfoides associados ao intestino (GALTs), recrutamento 

de células secretoras de IgA e ativação de células T na mucosa. Por outro, alterações na 

composição da microbiota indígena, denominada disbiose, estão envolvidas no 

desenvolvimento de diversas doenças inflamatórias intestinais (IBDs – 

Inflammatory Bowel Diseases), tais como colite, doença Crohn e doença celíaca. Em 

relação à mucosite também há relatos da ocorrência de alteração na composição da 

microbiota tanto oral quanto intestinal, entretanto esses dados ainda são inconsistentes e 



  

10 
 

pouco conclusivos. Vale a pena ressaltar que a disbiose observada durante a mucosite é 

apontada por muitos autores como sendo importante para o desencadeamento do quadro de 

diarreia presente nos pacientes com mucosite. Entretanto a avaliação direta de taxa 

microbianos, bem como, do papel da microbiota no desenvolvimento da mucosite, 

principalmente a intestinal, ainda precisam ser elucidados. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Mucosite intestinal  

A mucosite é um dos principais efeitos colaterais decorrentes dos tratamentos 

antineoplásicos com quimioterápicos e radioterápicos. Patologicamente, a mucosite é 

caracterizada tanto pela inflamação quanto pela perda de células da barreira epitelial do 

trato gastrointestinal, se estendendo da região da boca até o ânus (van Vliet et al., 2010). A 

ocorrência de mucosite é extremamente comum, acometendo aproximadamente 40% dos 

pacientes após tratamento com doses padrão de quimioterapia e em quase todos os 

pacientes submetidos a altas doses de quimioterápicos (Blijlevens et al., 2000; Sonis, 

2004). Historicamente, as pesquisas têm focado na mucosite oral. Apenas mais 

recentemente os sintomas e a patofisiologia da mucosite intestinal passaram a ser 

estudadaos pela comunidade científica (van Vliet et al., 2010).  

Embora não haja nenhum dado confiável da incidência de mucosite intestinal 

(Barzal et al., 2014), quase todos os pacientes recipientes de transplantes são afetados em 

alguma extensão e desenvolvem manifestações clínicas da mucosite intestinal que incluem 

náuseas, vômitos, dor abdominal intensa, diarreia grave acompanhada de perda visível de 

sangue e/ou muco (Blijlevens et al., 2005; Lutgens et al., 2005). Como consequência desse 

processo pode-se citar alterações no transporte transepitelial, mudanças na função da 

barreira intestinal e disfunção da motilidade resultando em prejuízo da absorção de 

nutrientes (Butler, 2000). A mucosite intestinal ainda pode ser associada a bacteremia, 

ulcerações, desnutrição, aumento da prescrição de nutrição parenteral e de analgésicos 

resultando em redução da qualidade de vida do paciente. Todas essas complicações levam a 

um maior período de hospitalização e aumento do custo para o sistema de saúde. Além 

disso, a mucosite frequentemente resulta em redução da dosagem de quimioterápicos e/ou 

postergação do tratamento, e constitui uma das principais causas de morbidade e 
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mortalidade para muitos dos pacientes que estão em tratamento para o câncer (Sonis et al., 

2001).  

O uso de drogas antitumorais visa primariamente destruir as células neoplásicas. 

Entretanto, atualmente, as drogas utilizadas na quimioterapia e a radioterapia são 

extremamente inespecíficas, e agem tanto nas células neoplásicas quanto nas outras células 

íntegras do organismo, levando a vários efeitos colaterais indesejados, como mucosite, 

leucopenia e neutropenia (Ikuno et al., 1995). A maioria das drogas antineoplásicas age em 

diferentes fases do processo de divisão celular, interferindo na duplicação do DNA (Lake & 

Robinson, 2005). Os efeitos colaterais desses tratamentos ocorrem principalmente nas 

células do organismo que apresentam alta taxa mitótica, como as células epiteliais, que são 

continuamente renovadas ao longo do trato gastrointestinal (Lheureux & Moulec, 2011) e 

nas células hematopoiéticas (Ikuno et al., 1995). O epitélio intestinal é composto de quatro 

linhagens de células originadas continuamente de células-tronco progenitoras pluripotentes 

presente na cripta: os enterócitos de absorção, que são a maioria das células epiteliais; as 

células caliciformes, produtoras de muco; as células enteroendócrinas, produtoras de 

hormônios; e as células de Paneth, produtoras de peptídeos antimicrobianos (Artis, 2008; 

Hooper & Macpherson, 2010). A morte das células basais resulta na falha da reposição 

compensatória das células diferenciadas do epitélio intestinal resultante da esfoliação 

natural das mesmas (Barzal et al., 2014). 

O dano ao DNA provocado pelo uso de quimioterápicos induz vários dos fatores 

que contribuem para a patogênese da mucosite, incluindo a maior secreção de citocinas 

inflamatórias, aumento da apoptose das células epiteliais, alteração da microbiota intestinal 

e dano ao epitélio (Figura 1). Duncan & Grant (2003) propuseram quatro fases que 

descrevem a fisiopatologia da mucosite intestinal: Resumidamente, na fase inicial 

(iniciação), a quimioterapia danifica o DNA, o que afeta as células progenitoras da cripta, e 
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induz a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS). Isso 

resulta em morte celular, perda da barreira epitelial, ativação e influxo de células 

inflamatórias e aumento na produção de mediadores inflamatórios. Na segunda fase, ocorre 

aumento do processo de apoptose e perda progressiva de células da cripta e da superfície de 

absorção. Na terceira fase, ou fase de ablação, ocorrem alterações estruturais das criptas e 

ulceração. Isso pode resultar em invasão pela microbiota indígena presente no lúmen do 

trato gastrointestinal e exacerbação do processo inflamatório; a última fase é a de 

recuperação, na qual, após cessar a aplicação do quimioterápico, ocorre a restauração das 

criptas, estruturação e funcionalização dos vilos e recuperação das superfícies absortivas do 

intestino. Esse processo é direcionado por sinais oriundos das células mesenquimais e da 

matriz extracelular (Ducan & Grant, 2003).  

 

 

Figura 1: Fases de desenvolvimento da mucosite. A mucosite, induzida por radioterápicos 

e quimioterápicos, é iniciada por dano direto ao DNA de células epiteliais basais resultado 

na sua morte. Em resposta ao dano tecidual ocorre geração de espécies reativas de oxigênio 

e ativação do fator de transcrição nuclear κB (NF-κB) no endotélio, fibroblastos e epitélio. 

Nesse contexto ocorre a produção de citocinas pró-inflamatórias, o que acentua a lesão 
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tecidual. Essas moléculas amplificam o efeito inicial dos agentes antineoplásicos. O dano as 

células basais resulta na perda da capacidade de renovação das células epiteliais. Em 

consequência ocorre perda da integridade do epitélio levando a erosão e ulceração do 

mesmo. As bactérias presentes no lúmen passam entram em contato com a lâmina própria e 

amplificam a resposta inflamatória. Em muitos casos, após cessar a administração do 

quimioterápico, ocorre a recuperação do epitélio dirigido por sinais das células 

mesenquimais e da matriz extracelular. Figura adaptada e acessada em 12-12-2014 no site 

http://scr.zacks.com. 

 

2.2 O quimioterápico 5-Fluorouracil (5-FU)  

Vários quimioterápicos induzem mucosite intestinal em roedores, como o 5-

fluorouracil (5-FU), doxorrubicina e o irinotecano (CPT-11). O 5-FU é extensamente 

utilizado na clínica no tratamento de vários cânceres, como o gastrointestinal, de mama, de 

cabeça e pescoço (Longley et al., 2003). O uso do 5-FU na clínica tem evidenciado que a 

resposta a esse quimioterápico varia muito entre os pacientes. Alguns pacientes 

desenvolvem poucos efeitos colaterais, enquanto outras apresentam vários, que podem 

levar a descontinuidade da terapia antineoplásica. Além da mucosite, o 5-FU também causa 

mielossupressão, dermatites, alopécia e toxicidade cardíaca, ocular, hepática e neurológica 

(Gradishar & Vokes, 1990). Dentre os efeitos adversos do 5-FU, a mucosite gastrointestinal 

é uma das principais complicações e afeta aproximadamente 80% dos pacientes em 

tratamento resultando em sangramento e dor abdominal, náuseas e diarreia (Sonis et al., 

2004).  

Vários fatores e genes contribuem para a ocorrência da mucosite induzida pelo 5-FU 

(Chang et al., 2012). Por exemplo, o aumento da apoptose e a diminuição da celularidade 

pelo 5-FU causam mudanças histológicas intestinais (Pritchard et al., 1998). A formação de 
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ROS e a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNFα, levam a danos na 

mucosa (Sonis et al., 2004; Leitão et al., 2007; Logan et al., 2007). Adicionalmente, a 

produção do fator de ativação plaquetária (PAF) participa da patogênese da mucosite 

(Soares et al., 2011).  

O 5-FU é uma droga antimetabólica pertencente à classe dos fármacos análogos a 

pirimidina com um átomo de flúor na posição C-5 em substituição ao átomo de hidrogênio 

ou ao grupo metil (Figura 2). Os antimetabólicos agem inibindo a síntese de 

macromoléculas, como DNA e RNA, ou se incorporando a essas moléculas. A ação do 5-

FU é interrompida pela sua conversão a dihidroflourouracil (DHFU) mediada pela enzima 

dihidropirimidina desidrogenase (DPD). Mais de 80% do 5-FU administrado é 

normalmente catabolizado no fígado durante a primeira passagem, onde a DPD é mais 

abundantemente expressa (Diasio & Harris, 1989). Devido a essa rápida metabolização, a 

meia vida do 5-FU é de cerca de 20 minutos.  

 

 

 

Figura 2: Representação estrutural das bases pirimidinas uracila, timina e do 5-

fluorouracil, uma análogo fluorado das bases pirimidinas.  

 

A entrada do 5-FU na célula ocorre mediante mecanismos de transporte facilitado 

utilizado pela uracila (Wohlhueter et al., 1980). A ação do 5-FU é mediada por vários 

Uracil

a 

Timina 5-Fluorouracila 
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metabólitos ativos gerados intracelularmente: fluorodesoxiuridina monofosfato (FdUMP), 

fluorodesoxiuridina trifosfato (FdUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). Esses metabólitos 

atuam de duas maneiras: (i) inibindo a atividade da enzima timidilato sintase (TS) e 

consequentemente diminuindo a produção de desoxitimidina e levando ao acúmulo do 

desoxiuridina; (ii) sendo incorporado ao DNA e/ou RNA da célula, impedindo seu 

funcionamento normal e induzindo a apoptose celular via ativação da p53 (Figura 3) 

(Longley et al., 2003; Savva-Bordalo et al., 2010).  

 

 

Figura 3: Esquema representativo dos mecanismos antineoplásicos do 5-fluorouracil (5-

FU). O 5-FU pode induzir a morte celular via a ativação da p53 por mais de um 

mecanismo: incorporação de fluorouridina trifosfato (FUTP) ao RNA, incorporação de 

fluorodesoxiuridina trifosfato (FdUTP) ao DNA e inibição da timidilato sintase (TS) devido 

a ligação estável com a fluorodesoxiuridina monofosfato (FdUMP). Essa inibição resulta no 

desbalanço de desoxinucleotídeos (dNTP) e aumento de desoxiuridina (dUTP). Figura 

modificada de Longley et al., 2003. 
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A enzima timidilato sintase catalisa a metilação do desoxiuridina monofosfato 

(dUMP) a desoxitimidina monofosfato (dTMP) mediante a redução do folato 5,10 

metilenotetrahidrofolato (CH2THF), como doador de metil. Essa reação é a única fonte de 

novo de timidilato necessário para o reparo e síntese de DNA. A enzima timidilato sintase 

funciona como um dímero e ambas as subunidades apresentam sítios de ligação para a 

dUMP e para o folato. O metabólito do 5-FU, FdUMP, se liga ao sítio de ligação do dUMP, 

formando um complexo ternário estável com a enzima e o folato, impedindo assim a 

ligação do dUMP e consequentemente a síntese de dTMP (Sommer & Santi, 1974; Santi et 

al., 1974). 

 A depleção de dTMP gerada pelo 5-FU resulta em diminuição da produção do 

nucleotídeo desoxitimina trifosfato e alteração da concentração de outros nucleotídeos 

devido a mecanismos de retroalimentação. Esse desequilíbrio nas concentrações dos 

nucleotídeos promove grave dano a síntese e ao reparo do DNA (Houghton et al., 1995). 

Além disso, a inibição da enzima timidilato sintase promove acúmulo de dUTP, que pode 

ser incorretamente incorporado ao DNA juntamente com metabólitos do 5-FU (Mitrovski et 

al., 1994) podendo resultar na quebra da fita de DNA e morte celular. 

 O metabólito do 5-FU, FUTP, é extensivamente incorporado ao RNA alterando seu 

funcionamento e processamento, resultado em toxicidade para o RNA em diversos níveis. 

Essa toxicidade ocorre não apenas no pré-processamento do pré-RNA a RNA maduro, mas 

também no processamento pós-transcricional do rRNA e mRNA (Longley et al., 2003).  

O dano celular induzido pelo 5-FU está associado a intensa resposta inflamatória na 

mucosa, entre outros (von Bultzingslowen et al., 2003; Stringer et al., 2009). 
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 2.3 A inflamação na mucosite 

A inflamação é um componente proeminente no dano causado à mucosa durante os 

tratamentos antineoplásicos, como pode ser observado no modelo de 4 fases de 

desenvolvimento da mucosite (Duncan & Grant, 2003) (Figura 1). Nesse contexto, alguns 

pesquisadores têm sugerido que o fator de transcrição nuclear NF-кB tem papel central no 

desencadeamento de várias vias de sinalização pró-inflamatórias, como na síntese de 

citocinas (Sonis et al., 2004; Logan et al., 2007; Chang et al., 2012). Tanto o tratamento 

quimioterápico quanto o radioterápico são capazes de ativar NF-кB nas células epiteliais, 

mesenquimais, endoteliais e em macrófagos (Sonis, 2004). Logan e colaboradores (2007) 

demonstraram que o aumento da expressão de NF-кB precede o pico das citocinas pró-

inflamatórias TNFα, IL-1β e IL-6 na mucosite oral e intestinal induzida por 

quimioterápicos. Em outro estudo, camundongos tratados com um inibidor de NF-кB 

apresentaram menor dano tecidual, diminuição da concentração de IL-1β e do acúmulo de 

neutrófilos no intestino, além de menor dano tecidual após administração de 5-FU (Chang 

et al., 2012). Esses achados reforçam a hipótese de que a ativação de NF-кB é um elemento 

central para a inflamação da mucosa induzida por quimioterapia e radioterapia. 

Recentemente, tem sido demonstrado a participação de algumas citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias na patogênese da mucosite, como TNFα, IL-1β, IL-6, 

CXCL1 e IL-33. A expressão gênica e a concentração de TNFα e IL-1β foram 

correlacionadas ao dano à mucosa oral e intestinal após radiação (Sonis et al., 2000; Sonis 

et al., 2002). As citocinas TNFα, IL-6, CXCL1, IL-1β, IL-18 e IL-33 também foram 

associadas ao desenvolvimento de mucosite intestinal induzida por quimioterápicos (Logan 

et al., 2009; Melo et al., 2008; Wu et al., 2011; Arifa et al., 2014; Guabiraba et al., 2014). 

Wu e colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento com antagonista do receptor de 

IL-1 reduz a apoptose e a letalidade e atenua a mucosite induzida por 5-FU em 
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camundongos (Wu et al., 2011). Dados do nosso grupo também demonstram que a ativação 

de inflamassoma, um complexo proteico citoplasmático que regula a maturação de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-18, tem papel importante no desenvolvimento 

da mucosite intestinal induzida por irinotecano (Arifa et al., 2014). A inibição de TNFα, IL-

1β e CXCL1 também resultaram em diminuição da patogênese da mucosite induzida por 

irinotecano (Melo et al., 2008). Em outro trabalho foi demonstrado que a IL-33 é produzida 

pelas células epiteliais do intestino de camundongos tratados com irinotecano. E ainda o 

uso de anti-IL-33 ou ainda de antagonista ou a deleção do receptor para essa citocina 

resultaram em atenuação do dano intestinal induzido pelo quimioterápico (Guabiraba et al., 

2014). Esses estudos, em conjunto, confirmam a participação das citocinas IL-1β, TNFα, 

IL-6, CXCL1 e IL-33 na patogênese da mucosite induzida por quimioterápicos em 

camundongos. 

McManus e colaboradores (1993) demonstraram aumento da atividade do fator de 

ativação plaquetária (PAF) na saliva de pacientes com mucosite oral induzida por 

radioterapia, evidenciado o aumento da concentração desse mediador inflamatório durante a 

mucosite (McManus et al., 1993). Em outro estudo, Soares e colaboradores demonstraram 

atenuação do dano à mucosa intestinal após tratamento com 5-FU em camundongos com 

deleção genética do receptor para PAF ou tratados com antagonista desse receptor (Soares 

et al., 2011).  

Durante a mucosite ocorre mudança no balanço entre as citocinas anti e pró-

inflamatórias, pendendo mais para o estado pró-inflamatório. As citocinas anti-

inflamatórias podem inibir diretamente a secreção de mediadores pró-inflamatórios e serem 

usados no tratamento da mucosite. A IL-10 é uma das citocinas anti-inflamatórias mais 

estudadas na mucosite. De Koning e colaboradores (2006) demonstraram que animais 

deficientes para IL-10 apresentam maior perda de peso e lesão intestinal mais grave após 
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tratamento com quimioterápico metotrexato em relação grupo selvagem (de Koning et al., 

2006). Além da IL-10, outras moléculas como IL-11, RDP58 e CXCL-9 também podem 

estar envolvidas na proteção do trato gastrointestinal em modelo animal de mucosite (Zhao 

et al., 2004; Han et al., 2005, 2011).  

Durante a mucosite é observado infiltrado de leucócitos na lâmina própria com 

acúmulo de neutrófilos e eosinófilos (Sonis, 2004). Trabalhos mais recentes têm 

confirmado que neutrófilos e eosinófilos têm papel importante na patogênese da mucosite 

(Guabiraba et al., 2014; Arifa et al., em preparação). Guabiraba e colaboradores (2014) 

demonstraram que a prevenção do influxo de neutrófilos para o intestino durante tratamento 

com irinotecano resultou em atenuação do mucosite induzida por esse quimioterápico em 

camundongos. Em relação ao eosinófilo, a ausência do acúmulo dessas células no tecido, 

seja em animais com depleção genética ou tratados com Evasina-4 (proteína que se liga as 

quimiocinas CCL11 e CCL5, quimiotática para eosinófilos) resultou em menor lesão 

intestinal (Arifa et al., em preparação). Na fase tardia, é observado acúmulo de macrófagos 

na submucosa, principalmente macrófagos RM3/1, os quais estão associados com a 

resolução e reparo do tecido (Handschel et al., 2001; Sonis 2004). A presença dos 

leucócitos no trato gastrointestinal durante a mucosite pode ser importante para manutenção 

da resposta inflamatória, uma vez que esse tipo celular produz diversos mediadores 

inflamatórios, que amplificam e mantem a resposta inflamatória. Além disso, os leucócitos 

são importante fonte produtora de espécies reativas (Mittal et al., 2014).  

 

2.4 Microbiota intestinal e Resposta inflamatória  

Como exposto acima, a resposta inflamatória é importante para o desenvolvimento 

da mucosite. A montagem de uma resposta inflamatória adequada bem como o 

desenvolvimento do sistema imune é dependente da colonização bacteriana intestinal 

(Souza et al., 2004, 2007; Fagundes et al., 2012).  
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Os metazoários são colonizados por uma variedade de microrganismos. A 

colonização desses nichos se inicia após o nascimento e é influenciada por vários fatores. 

Essa colonização pode ser positiva, como ocorre com muitas bactérias intestinais, ou 

negativa, comprometendo a saúde do hospedeiro, como ocorre nas doenças infecciosas 

(Penna et al, 2008; Medzhitov, 2007). Os efeitos negativos dependem, dentre outros, do 

estado imune do hospedeiro, sendo que certos patógenos afetam apenas indivíduos 

imunossuprimidos. 

Cerca de 90% das células presentes no corpo humano são microrganismos, muitos 

dos quais residentes em comunidades, coletivamente conhecidas como microbiota (Winter 

et al., 2013). O intestino é o órgão mais amplamente colonizado, com cerca de 1013 a 1014 

microrganismos na porção terminal. Essa comunidade é composta de pelo menos 500 

diferentes espécies bacterianas, muitas das quais ainda são não cultiváveis (Eckburg et al., 

2005). Os anaeróbios obrigatórios compreendem a maior parte da microbiota intestinal em 

adultos e utilizam a fermentação de polissacarídeos complexos para replicar (Mahowald et 

al., 2009). Aproximadamente 99% da microbiota gastrointestinal de humanos e de 

camundongos é dominada por bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria 

e Actinobacteria. Verrucomicrobia e Cianobactéria são filos também detectados em 

humanos e camundongos (Figura 4) (Eckburg et al., 2005; Lay et al., 2005; Sartor, 2008). 

Além das bactérias, a microbiota intestinal também é composta por algumas espécies de 

arquea e fungos, como as Methanobrevibacter e Candida albicans, respectivamente 

(Fagundes et al., 2011), bem como fagos e vírus (Guarner, 2012).  
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Figura 4: Representação da microbiota por filo em diferentes segmentos do trato 

gastrointestinal. O tamanho dos círculos representa a diferença proporcional do número de 

representantes em cada segmento. Dethlefsen et al., 2007. 

 

O filo Firmicutes é a divisão mais numerosa e diversa encontrada no intestino 

(Guarner, 2012). É composto por bactérias Gram-positivo com baixo conteúdo G/C, 

principalmente representado por espécies da classe Clostridia em humanos, e pelo gênero 

Lactobacillus em camundongos. O filo Bacteroidetes, o segundo mais numeroso, é 

composto por bactérias Gram-negativo representado por várias espécies de Bacteroides, 

incluindo Bacteroides thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. fragilis e B. ovatus (Eckburg et al., 

2005). Já as bactérias da divisão Actinobacteria são Gram-positivo e apresentam 
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organização filamentosa e muito ramificada. Espécies do gênero Bifidobacterium são 

comumente encontradas colonizando o colón de humanos e camundongos (Guarner, 2012). 

O filo Proteobacteria é formado por bactérias Gram-negativo. A família Enterobacteriacea 

representada pelos gêneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, dentre outros, 

pertence ao grupo Gamma-Proteobacteria e são subdominantes na microbiota, entretanto o 

aumento no número de representantes desse grupo conhecidamente está associado com 

diversas doenças inflamatórias intestinais (Winter et al., 2013; Winter & Bäumler, 2014). 

Embora a microbiota dos mamíferos seja composta majoritariamente por apenas 

quatro filos existe uma combinação particular de predominância de espécies em um 

indivíduo que é distinto da encontrada em outro (Guarner, 2012). Há uma considerável 

variação na composição da microbiota presente nas fezes de diferentes indivíduos 

(diversidade interindividual) (Eckburg et al., 2005). Em relação ao tempo, estudos têm 

demonstrado que a microbiota é bastante estável (estabilidade intraindividual) (Ley et al, 

2006b). Essa estabilidade é adquirida após os 2 anos de vida, em humanos, quando a 

colonização intestinal atinge seu clímax (Guarner, 2012). Podem existir flutuações 

transitórias na composição da microbiota do indivíduo sob certas circunstâncias, como 

durante doenças diarreicas agudas, terapia antibiótica ou intervenções dietéticas, mas a 

microbiota tende a voltar a sua composição típica (Ley et al, 2006b). Esse fenômeno é 

chamado de resiliência (Guarner, 2012).  

A colonização bacteriana intestinal é essencial para muitos dos processos 

fisiológicos, tais como, construção da barreira epitelial intestinal, desenvolvimento da 

motilidade intestinal e aquisição de nutrientes, defesa contra patógenos e desenvolvimento 

do sistema imune (Lupp et al., 2007). O desenvolvimento da ultraestrutura intestinal está 

intimamente ligado a microbiota (Guarner, 2012). Animais isentos de germes apresentam 

várias alterações morfológicas, como modificação na formação dos microvilos nos 
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enterócitos, redução da taxa de renovação das células epiteliais e diminuição na expressão 

de defencinas e outras proteínas antimicrobianas (Servin, 2004; Abrams et al., 2013). Além 

disso, a microbiota contribui para a aquisição de nutrientes pelo hospedeiro por aumentar a 

eficiência digestiva de polissacarídeos e sintetizar a vitamina K (Gill et al., 2006; Qin et al., 

2010). A presença da microbiota é um importante fator de resistência à colonização e 

crescimento de microrganismos patogênicos. Isso ocorre devido a competição entre esses 

microrganismos por espaço, nutrientes (Hooper et al., 2001) e receptores de adesão (Servin 

& Coconnier, 2003). Além disso, a microbiota produz vários metabólitos inibidores de 

crescimento e modula a produção e ação de toxinas de microrganismos patogênicos 

(Alakomi et al., 2000; Silva et al., 2001; Servin, 2004). 

A capacidade do hospedeiro de tolerar a microbiota indígena e ainda assim montar 

uma resposta inflamatória contra microrganismos patogênicos têm sido alvo de vários 

trabalhos nos últimos anos (Souza et al., 2004; Lupp et al., 2007; Medzhitov, 2008). A 

tolerância a microbiota é mediada por múltiplos fatores, e envolve mecanismos que incluem 

desde mínima exposição até reconhecimento imune da microbiota indígena e inibição da 

resposta imune através de mecanismos intra e intercelulares (Abraham & Medzhitov, 

2011).  A exposição à microbiota, no intestino, é minimizada pela produção de muco pelas 

células caliciformes, localização baso-lateral de receptores de reconhecimento de patógenos 

(PRR), secreção de IgA e posicionamento estratégico de células imunes (Van der Sluis et 

al., 2006; Macpherson et al., 2008), dentre outros. Além disso, o reconhecimento de 

microrganismos simbiônticos promove a ativação de vias anti-inflamatórias na placa de 

Peyer e na lâmina própria intestinal, com aumento da síntese de IL-10, TGF-β, ácido 

retinoico e da população de células T reguladoras (Abraham & Medzhitov, 2011; Grainger 

et al., 2013).  
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Por outro lado, o contato com os antígenos microbianos é essencial para o 

desenvolvimento e a maturação do sistema imune do hospedeiro (Neutra et al., 1999; 

Sansonetti, 2004; Artis, 2008). O desenvolvimento dos tecidos linfoides associados ao 

intestino (GALTs), a secreção de IgA e a ativação de células T na mucosa intestinal são 

dependentes de estímulos derivados da microbiota (Hooper & Macpherson 2010). Em 

animais isentos de germes (GF) é observada alteração na estrutura das placas de Peyer e na 

população de células T e B na lâmina própria (Servin, 2004). É observado menor 

desenvolvimento das zonas de células T e B no baço e nos nódulos linfoides dos animais 

GF (Smith et al., 2007). A colonização intestinal também estimula a produção de IgG e 

IgA, a diferenciação das células Th1, Th2 e Th17 e T reguladoras (Smith et al., 2007; 

Round & Mazmanian 2009; Lee et al., 2010). Além disso, sinais oriundos da microbiota 

indígena estimulam monócitos a produzirem prostaglandina E2 que regula a produção de 

mediadores inflamatórios em neutrófilos (Grainger et al., 2013). Em conjunto, a microbiota 

modula o balanço entre o papel efetor e regulador do sistema imune inato e adaptativo.  

A microbiota ativa respostas homeostáticas via receptores do sistema imune 

presentes nas células epiteliais, macrófagos, células dendríticas, linfócitos T e B que 

permitem a coexistência com produtos microbianos potencialmente tóxicos (Strober et al. 

2007; Clavel & Haller, 2007). O reconhecimento microbiano é dependente de receptores de 

reconhecimento a patógenos (PPR), incluindo os receptores do tipo toll (TLRs), do tipo 

NOD e do tipo lecitina C (CLRs) (Sukhithasri et al., 2013; Arpaia & Barton, 2013; 

Abraham & Medzhitov 2011; Sartor, 2008). Esses receptores reconhecem padrões 

moleculares conservados associados a microrganismos (MAMPS). Um dos mais bem 

caracterizados ligantes de TLR é o lipopolissacarídio (LPS, endotoxina) derivado da 

membrana externa de bactérias Gram-negativo (Bode et al., 2012). O LPS é reconhecido 

pelo TLR4, e desencadeia intensa resposta inflamatória (Bode et al., 2012). A ativação dos 
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PPRs culmina na indução de uma cascata central de sinalização que inclui o fator nuclear-

кB (NF-кB), AKT/fosfatildilinosiltol-3-quinase e de proteína quinase ativada por 

mitógenos (MAPK). Essas vias podem ser inibidas pela indução de moléculas inibidoras 

como PPARγ, IFN α/β, IL-10, TGF- β, eicosanoides e inibidores de NF- кB (Fukata et al., 

2006; Neish et al., 2000). 

A resposta inflamatória é importante para vários processos fisiológicos, bem como 

patológicos. A capacidade de montar uma resposta inflamatória apropriada é fundamental 

para a defesa do hospedeiro contra estímulos infecciosos (Medzhitov, 2007). Essa resposta, 

resumidamente, envolve a produção de mediadores inflamatórios, a ativação leucocitária e 

seu recrutamento para o sítio da infecção, bem como o processamento e apresentação de 

antígenos aos linfócitos. Na ausência de inflamação, a exposição ao agente infeccioso pode 

ser fatal (Fagundes et al., 2012). Por outro lado, a inflamação excessiva ou descontrolada 

também pode causar a morte do hospedeiro após a infecção ou após estímulo inflamatório 

estéril (Libby & Aikawa, 2002; Weiner & Selkoe 2002; Vilcek & Feldman, 2004; Souza et 

al., 2004).  

Nosso grupo tem desenvolvido alguns estudos que buscam entender a correlação 

entre a microbiota e a resposta inflamatória com intuito de entender o papel da microbiota 

na habilidade do hospedeiro de montar uma resposta inflamatória (Souza et al., 2004; 2007; 

Amaral et al., 2008; Maslowski et al., 2009; Fagundes et al., 2012). Animais isentos de 

germes constituem uma importante ferramenta para investigação dessa correlação. A 

isquemia e reperfusão intestinal constitui um modelo de inflamação intensa e aguda (Souza 

et al., 2004; 2007; Fagundes et al., 2012). A reperfusão de tecidos isquemiados está 

associado com massiva resposta inflamatória local caracterizada por ativação e 

recrutamento de leucócitos, disfunção da barreira endotelial nas vênulas pós-capilares e 

aumento intenso da produção de mediadores inflamatórios (Granger, 1999). Além disso, a 



  

27 
 

reperfusão também causa inflamação remota (principalmente no pulmão) e sistêmica 

(Souza et al., 2004). Esse quadro promove lesão tecidual e pode resultar na morte do 

animal. Interessantemente, os animais GF submetidos a isquemia e reperfusão não 

apresentam resposta inflamatória local, remota ou sistêmica e nem letalidade após a 

reperfusão (Souza et al., 2004). Embora os animais GF não tenham apresentado inflamação 

local e sistêmica, eles foram capazes de responder ao estímulo de isquemia e reperfusão, 

observado pelo expressivo aumento da produção de IL-10 nesse grupo (Souza et al., 2004). 

Interessantemente, o fenótipo protetor dos animais GF foi revertido após o tratamento com 

anti-IL-10 administrado antes da reperfusão da artéria isquemiada, com aumento de TNFα 

local e sistêmico. Esse dado demonstra que na ausência da microbiota a resposta 

inflamatória é alterada devido ao aumento da produção de IL-10 após isquemia/reperfusão. 

Esse aumento de IL-10 previne a produção de mediadores pró-inflamatórios. De fato, a 

administração de IL-10 recombinante aos animais convencionais antes da reperfusão 

resultou em diminuição da resposta inflamatória local e sistêmica (Souza et al., 2004).  

Nosso grupo observou que a produção de IL-10 nos animais GF está associada a 

secreção de lipoxina A4 (LXA4) e anexina 1 (ANXA-1) (Souza et al., 2007). Tanto a 

LXA4 quanto a ANXA-1 apresentam ações anti-inflamatórias em vários modelos de 

inflamação aguda e crônica (Serhan 2010; Perretti & D'acquisto, 2009). O bloqueio da 

síntese de LXA4 com um inibidor da 5-lipoxigenase ou anticorpo anti-ANXA-1 

preveniram parcialmente o aumento de IL-10 nos animais GF após submissão a isquemia e 

reperfusão intestinal (Souza et al., 2007). Esses dados sugerem que a secreção de IL-10 nos 

animais GF é secundária a produção de LXA4 e ANXA-1. 

A hiporresponsividade inflamatória observada nos animais GF não foi restrita ao 

modelo de isquemia e reperfusão. Resultados similares foram encontrados após a 

administração de LPS: pequena produção de TNFα e resistência a letalidade induzida pelo 
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LPS (Souza et al., 2004; Fagundes et al., 2012).  Entretanto, essa hiporresponsividade 

resultou na morte dos camundongos isentos de germes após infecção pulmonar por 

Klebsiella pneumoniae. Esse aumento da letalidade pode ser atribuído a uma falência no 

recrutamento de neutrófilos devido à incapacidade de produzir mediadores pró-

inflamatórios. Essa falência resultou em uma intensa proliferação do microrganismo no 

parênquima pulmonar com bacteremia sistêmica secundária (Fagundes et al., 2012). Dados 

semelhantes também foram obtidos em trabalhos conduzidos com infecção por Leishmania 

major, Trypanosoma cruzi e Listeria monocytogenes (Oliveira et al., 2005; Duarte et al., 

2004; dos Santos et al., 2011).   

Em outro trabalho do nosso grupo foi observado que a microbiota é fundamental 

para o desenvolvimento de hipernocicepção inflamatória (Amaral et al., 2008). A 

percepção do estímulo nocivo induzido por carragenina, LPS ou formalina foi atenuada nos 

animais GF.  Entretanto, quando foram administrados os agentes finais da hipernocicepção, 

como prostaglandina ou dopamina, essa hiporresponsividade não foi manifestada (Amaral 

et al., 2008). Esses dados indicam que os animais isentos de germes respondem aos 

mediadores da nocicepção, mas não aumentam a produção de mediadores pró-inflamatórios 

após estímulo. Além disso, como ocorre após isquemia e reperfusão intestinal ou 

administração de LPS, a hiporresponsividade inflamatória é revertida pelo tratamento com 

anti-IL-10 (Amaral et al., 2008). 

Além da elevada quantidade de anexina 1, animais isentos de germes ou 

convencionais tratados com coquetel de antibióticos para depleção da microbiota 

apresentam elevados níveis de corticostecona plasmática basal (Mukherji et al., 2013). 

Mukherji e colaboradores (2013) demonstraram que a microbiota inibi a produção de 

corticosterona pelas células epiteliais do intestino. Além disso, sob estresse, animais GF 

respondem secretando maior quantidade de corticosterona que os animais convencionais 
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(Sudo et al., 2004). A corticosterona é um dos principais glicocorticoides (GCs) presente no 

plasma de camundongos, hormônio esteroide derivado de colesterol, com importante ação 

anti-inflamatória e imunossupressora (Zen et al, 2011; Perretti & D'acquisto, 2009). 

Embora os GCs sejam amplamente utilizados na clínica, sua função e mecanismos de ação 

ainda não estão completamente elucidados. A maioria dos efeitos dos glicocorticoides é 

dependente da interação com o receptor para glicocorticoide, um fator de transcrição 

ativado por ligante (Vandevyver et al., 2013; Perretti & D'acquisto, 2009). Os efeitos 

biológicos da interação dos glicocorticoides com seu receptor têm sido investigados, 

visando conhecer as vias envolvidas no processo inflamatório e reguladas por esses 

hormônios. Atualmente, os efeitos anti-inflamatórios dos glicocorticoides são atribuídos a 

ações inibitórias sobre células imunocompetentes, principalmente linfócitos T, e sobre 

síntese de citocinas (Lowenberg et al., 2006). Os glicocorticoides também podem estimular 

ou inibir a atividade de macrófagos de forma concentração dependente (Zhou et al., 2010), 

além de reduzir o número de basófilos (Meagher et al., 1996), bem como a atividade de 

apresentação de antígenos das células dendríticas (Vanderheyde et al., 1999) e a apoptose 

de neutrófilos (Zizzo & Cohen, 2013) e eosinófilos (Baiula et al., 2012). Esses efeitos anti-

inflamatórios dos GCs são mediados pela inibição de múltiplos genes inflamatórios 

(codificação de citocinas, moléculas de adesão, receptores e proteínas), além disso os GCs 

podem também induzir a expressão de proteínas anti-inflamatórias, como a anexina 1, e 

assim exercer efeitos pós-genômicos (Barnes, 2006; Clark, 2007). A síntese e secreção de 

IL-10 também podem ser estimuladas pelos glicocorticoides (Zen et al., 2011).  

A hiporresponsividade inflamatória observada nos animais GF é revertida após 

reposição da microbiota. Em animais isentos de germes, 14 e 21 dias depois de colonizados 

com a microbiota total, a reperfusão do órgão isquemiado resultou em aumento da 

permeabilidade vascular, influxo de neutrófilos e produção local de TNFα (Souza et al. 
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2004). A convencionalização dos animais GF também restaurou a capacidade de controlar a 

replicação da K. pneumoniae e conter a infecção (Fagundes et al., 2012).  

Como exposto anteriormente, a capacidade de responder a um estímulo 

inflamatório, estéril ou infeccioso, está associada com a relação ecológica de 

comensalismo/mutualismo existente entre o hospedeiro e a microbiota (Souza et al., 2004; 

Fagundes et al., 2012). Na ausência da microbiota, ocorre aumento dos níveis basais de 

corticosterona no plasma e um estímulo inflamatório pode induzir a produção de moléculas 

anti-inflamatórias, como anexina 1, lipoxina A4 e IL-10, dentre outros. Entretanto, quando 

a relação microrganismo/hospedeiro é estabelecida de forma total ou parcial, como visto em 

animais convencionais ou animais isentos de germes com reposição de microbiota total ou 

pré-estimulados com LPS, existe uma modificação no fenótipo do hospedeiro e este passa a 

responder a um estímulo inflamatório com produção de agentes pró–inflamatórios, como 

TNFα e CXCL1 (Souza et al., 2004, 2007).  

A presença da microbiota indígena está relacionada a resposta imune tolerante e a 

vários benefícios para o hospedeiro (Figura 5), entretanto a disbiose da mesma promove a 

desregulação do sistema imune o que pode contribuir para o desenvolvimento de diversas 

doenças inflamatórias intestinais (IBDs) (Elinav et al., 2011; Maslowski et al 2009; Brown 

et al., 2013), inflamação aguda após isquemia e reperfusão (Souza et al., 2004) e mucosite 

(van Vliet et al., 2010; Stringer et al., 2007; Takasuna et al., 1996).  
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Figura 5: A microbiota indígena induz resposta imune tolerante e confere vários benefícios 

para o hospedeiro. Por outro lado, a disbiose da mesma promove a desregulação do sistema 

imune e pode contribuir para o desenvolvimento de diversas doenças inflamatórias 

intestinais (IBDs). Modificado de Brown et al., 2013. 

 

2.5 Microbiota e mucosite 

A microbiota intestinal e sua influência no mucosite gastrointestinal estão se 

tornando um campo proeminente de pesquisa. Estudos prévios têm demonstrado que a 

microbiota pode estar envolvida no desenvolvimento da mucosite induzida por 

quimioterápicos, como o 5-FU (Stringer et al., 2009b; von Bültzingslöwen et al., 2003; 

Savva-Bordalo et al., 2010). A microbiota tem potencial para influenciar várias etapas 

envolvidas na patogênese da mucosite, como na resposta inflamatória e produção de ROS, 

na permeabilidade intestinal, na composição da camada de muco, na resistência a estímulos 
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prejudiciais e no mecanismo de reparo das células epiteliais e ativação e liberação de 

moléculas imunes efetoras. Entretanto ainda não se sabe com clareza se a microbiota possui 

efeitos benéficos no desenvolvimento da mucosite intestinal (van Vliet et al., 2010).  

Estudos têm demonstrado que ambos, a quimioterapia e o uso profilático de 

antibióticos durante os tratamentos antineoplásicos, promovem alterações na composição 

da microbiota (Edlund, 2000; Stringer et al., 2009b; van Vliet et al., 2009) levando ao 

quadro de disbiose. Embora os grupos bacterianos alterados sejam diversos, a disbiose 

presente durante os tratamentos antineoplásicos tem em comum a diminuição da 

diversidade de espécies bacterianas (Touchefeu et al., 2014).     

O 5-FU é capaz de promover alterações na composição da microbiota 

gastrointestinal (Stringer et al., 2009b; von Bültzingslöwen et al., 2003), o que pode 

contribuir para algumas das morbidades típicas da mucosite, bem como para a resposta 

imune do hospedeiro. Stringer e colaboradores (2009b) demonstraram que algumas 

bactérias da microbiota responsáveis pela manutenção do microecossistema intestinal 

apresentam diferença na susceptibilidade ao quimioterápico 5-FU. Após administração de 

5-FU, foi observado diminuição no número de Clostridium spp., Lactobacillus spp. e 

Streptococcus spp. e aumento de Escherichia spp., no jejuno. No cólon, a administração de 

5-FU diminuiu Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. (Stringer et al., 

2009b). Essa diferença de susceptibilidade e a alteração na composição da microbiota 

podem favorecer a proliferação de bactérias oportunistas e aumentar o dano tecidual, ou 

ainda, exacerbar a resposta inflamatória.  

Em outro estudo, a microbiota oral e intestinal foram alteradas em ratos tratados 

com 5-FU durante 6 dias (von Bültzingslöwen et al., 2003). A administração de 5-FU 

causou aumento no número de bactérias facultativas e anaeróbias estritas na cavidade oral e 

de anaeróbias facultativas no intestino grosso. No intestino delgado não foi observado 
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alteração no número total de bactérias anaeróbias e anaeróbias facultativas, entretanto foi 

observado mudança no tipo de facultativos dominantes de cocos Gram-positivo para 

bastonetes Gram-negativo (von Bültzingslöwen et al., 2003). Além do 5-FU, o tratamento 

com outros quimioterápicos, como o irinotecano, também podem alterar a composição da 

microbiota e provavelmente contribuir para algumas das manifestações da mucosite, como 

a diarreia (Stringer et al., 2009). O tratamento concomitante de 5-FU e irinotecano, em 

ratos, foi associado à drástica alteração na composição da microbiota com aumento de 

Escherichia spp., Clostridium spp. e Enterococcus spp. (Lin et al., 2012). Essas bactérias 

são comumente isoladas em pacientes com câncer (Montassier et al., 2013). 

Ambos, quimioterapia e radioterapia podem aumentar a permeabilidade intestinal 

(Russo et al., 2013; Nejdfors et al., 2000; Melichar & Zezulova 2011), em parte devido a 

apoptose de células na cripta e atrofia do vilo (Keefe et al., 2000). Além disso, a microbiota 

indígena regula a barreira intestinal através da modulação da expressão e distribuição das 

proteínas de junções (Ulluwishewa et al., 2011). Sendo assim, a alteração na composição 

da microbiota durante os tratamentos antineoplásicos pode contribuir para alteração da 

permeabilidade intestinal.  A camada de muco epitelial é outro importante fator protetor 

que contribui para a integridade intestinal e é regulada pelas bactérias intestinais (Guarner, 

2012). 

Tanto a alteração da camada de muco intestinal quanto o aumento da 

permeabilidade intestinal, além da ulceração da camada epitelial, podem contribuir para 

translocação bacteriana durante a mucosite, do lúmen intestinal e para o tecido adjacente e 

para o sangue, podendo resultar em bacteremia e sepse. Essa translocação exacerba a 

resposta inflamatória e amplifica o dano à mucosa intestinal induzido pelo quimioterápico 

(Soni, 2004; Brandi et al., 2006). Brandi e colaboradores (2006) demonstraram que 

camundongos isentos de germes são mais resistentes a indução de mucosite, necessitando 
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de altas doses do quimioterápico Irinotecano para desenvolverem a doença. Entretanto, 

nesse trabalho foi demonstrado apenas que os animais isentos de germes necessitam de 

aproximadamente o dobro de quimioterápico para desenvolverem lesão intestinal e diarreia 

tardia (Brandi et al., 2006).  

Embora, como exposto, há relatos de que a microbiota é alterada após tratamento 

com o quimioterápico 5-FU, ainda não se sabe qual a importância da microbiota para 

desenvolvimento da patogênese da mucosite intestinal em camundongos. 
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1. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral: 

Esse projeto tem como objetivo principal avaliar o papel da microbiota no 

desenvolvimento da mucosite intestinal induzida pelo quimioterápico 5-fluorouracil (5-

FU) em camundongos.  

 

3.2 Objetivos específicos: 

1) Padronizar o modelo de mucosite induzido pelo quimioterápico 5-FU em camundongos 

convencionais mediante a análise dos seguintes parâmetros:   

1.1 Definição da dose do quimioterápico mais eficiente em induzir a mucosite e do 

tempo de eutanásia. 

1.2 Avaliação da ação antineoplásica da droga por meio da contagem total de 

leucócitos no sangue. 

1.3 Análise da consistência das fezes, bem como, presença de sangue oculto, perda de 

peso, comprimento do intestino e avaliação histopatológica do intestino. 

1.4 Avaliação da inflamação, por meio da análise do acúmulo de neutrófilos e 

eosinófilos e da concentração de citocinas pró-inflamatórias no intestino. 

2) Avaliar o papel da microbiota no desenvolvimento das lesões intestinais induzida pelo 

5-FU.  

2.1 Analisar o fenótipo de camundongos isentos de germes após tratamento com o 

quimioterápico. Para isso animais axênicos ou tratados desde o nascimento com 

coquetel de antibióticos para prevenção da colonização pela microbiota receberam 

o 5-FU e os mesmos parâmetros citados no item 1 foram avaliados. 
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2.2 Avaliar se a depleção da microbiota de camundongos convencionais adultos pelo 

coquetel de antibióticos interfere no desenvolvimento da mucosite. Animais 

convencionais adultos foram tratados com coquetel de antibióticos para depleção 

da microbiota. Após esterilização, os camundongos foram tratados com o 5-FU e os 

mesmos parâmetros citados no item 1 foram avaliados. 

2.3 Verificar se a reposição da microbiota nos animais isentos de germes reverte o 

fenótipo observado na ausência da mesma após tratamento com o 5-FU. Para isso 

camundongos isentos de germes receberam fezes dos animais convencionais, por 

via oral. Após a colonização pela microbiota, a mucosite foi induzida e os 

parâmetros citados no item 1 foram avaliados. 

2.4 Analisar a composição da microbiota após tratamento com o quimioterápico 5-FU. 

Para isso, as fezes foram retiradas em condições estéreis e processadas para análise 

do perfil microbiano por PCR e ainda cultivadas em meios sólidos seletivos e 

enriquecidos. 

2.5 Avaliar se a alteração da microbiota após tratamento como o quimioterápico 

contribui para o desenvolvimento da mucosite. Para isso, camundongos 

convencionais foram tratados com antibióticos seletivos para determinados grupos 

bacterianos durante tratamento com o quimioterápico e os parâmetros citados no 

item 1 foram avaliados. 

3) Verificar se a colonização específica altera a resposta dos animais isentos de germes 

tratados com o quimioterápico 5-FU. Para isso, animais isentos de germes foram 

monocolonizados com Escherichia coli ou Bacteroides fragilis. Após a 

monocolonização, foi administrado o 5-FU a esses animais e o fenótipo avaliado.  

4) Verificar participação de glicocorticoides na resposta observada nos animais isentos de 

germes e monocolonizados com Escherichia coli ou Bacteroides fragilis submetidos ao 
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tratamento com o 5-FU. Para isso, animais isentos de germes foram tratados com 

antagonista do receptor de glicocorticoide (RU486) durante indução da mucosite pelo 

quimioterápico 5-FU. A concentração de corticosterona foi dosada no plasma de 

animais convencionais, isentos de germes e monocolonizados. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Foram utilizados: (I) camundongos convencionais Swiss com 6-8 semanas oriundos 

do centro de bioterismo (Cebio) da Universidade Federal de Minas Gerais; (II) 

camundongos Swiss isentos de germes (GF) com 6-8 semanas derivados de matrizes 

axênicas, propagados no biotério de Gnotobiologia do Departamento de Microbiologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da UFMG; (III) camundongos isentos de germes foram 

convencionalizados através da administração oral das fezes de camundongos 

convencionais, e mantidos no Laboratório de Interação Microrganismos Hospedeiros e 

utilizados com 6-8 semanas.  

Animais GF foram transferidos para microisoladores (Alesco) e mantidos em 

condições estéreis no biotério do Laboratório de Interação Microrganismos Hospedeiros do 

ICB/UFMG até os procedimentos. O manejo de animais foi feito em fluxo laminar, 

obedecendo às normas de ética em experimentação animal. Para o presente estudo, os 

camundongos receberam ração (Nuvilab nuvital, Curitiba, PR) e água esterilizadas por 

calor úmido, ad libitum. Para testar a viabilidade de uso dos camundongos isentos de 

germes, amostras de fezes foram cultivadas periodicamente e inoculadas nos meios de 

cultura líquidos de tioglicolato e BHI (brain heart infusion).  

Todos os procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da UFMG-CEUA no protocolo de acesso 322 / 

2012.  
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4.2 Drogas 

Foi utilizado o quimioterápico 5-Fluorouracil (5-FU) (Fauldfluor), nas 

concentrações de 50, 150 e 450 mg/kg. Foram utilizados os antibióticos Ampicilina, 

Neomicina, Metronidazol, Vancomicina e Ciprofloxacino e o antifúngico Nistatina, todos 

de uso comercial. Foram utilizados o glicocorticoide sintético dexametasona 

(Decadron/Àche) na concentração de 10 mg/kg e o inibidor do receptor de glicocorticoide 

RU486 (Tocris) na concentração de 20 mg/kg. 

 

 4.3 Indução de mucosite intestinal experimental 

A dose do quimioterápico foi definida através de um experimento de dose resposta. 

Para isso, camundongos receberam injeção intraperitoneal (i.p.) de 5-fluorouracil, durante 3 

dias consecutivos. Foram utilizadas as doses de 50, 150 e 450 mg/kg do quimioterápico. Os 

animais controles receberam PBS. Os camundongos foram pesados diariamente. Decorridas 

24 horas após a última administração do quimioterápico, os animais foram eutanasiados por 

exsanguinação e os tecidos e sangue removidos para análises posteriores.  

A dose escolhida (450 mg/kg) foi usada para a avaliação da sobrevivência dos 

animais e da condição clínica, para definição do período de eutanásia que ficou 

estabelecido com sendo 48h após a última injeção do quimioterápico. A dose de 450 mg/kg 

foi usada para todos os demais experimentos.  

 

4.4 Avaliação do comprimento do intestino e graduação clínica da doença 

O intestino delgado foi removido e o seu comprimento, distância entre o 

piloro gastroduodenal e o óstio ileal, foi determinada com auxílio de uma régua. Após essas 

medidas, o intestino foi dividido em três partes iguais. As análises iniciais foram feitas nos 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Piloro
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três segmentos. Posteriormente, a porção proximal do intestino foi utilizada para as análises 

enzimáticas e histológicas e a distal para o ensaio de PCR em tempo real. 

A graduação clínica da doença foi adaptada e modificada para o nosso modelo 

(Maslowski et al., 2009). Foi avaliado a consistência e a presença de sangue oculto nas 

fezes, bem como sinais de morbidade, como pelo arrepido, postura arqueada, diminuição da 

mobilidade dentro da caixa. 

 

4.5 Histologia 

Amostras dos três segmentos intestinais foram removidas e fixados em formol 10% 

tamponado. O tecido foi desidratado gradualmente em etanol, embebido em parafina, 

cortado, fixado em lâminas histológicas e corados com H&E. A análise histopatológica foi 

feita após exame das lâminas ao microscópio. A altura das vilosidades da mucosa de cada 

amostra foi medida utilizando imagens digitalizadas obtidas com a objetiva de 10X a partir 

de um microscópio de luz (Olympus) adaptado com uma câmera digital. A avaliação 

histopatológica foi baseada na intensidade do infiltrado de células inflamatórias na lâmina 

própria, nas mudanças na arquitetura da mucosa, diminuição da altura das vilosidades 

intestinais, edema, hemorragia. Para cada parâmetro as alterações foram classificadas de 

acordo com a seguinte escala: ausente (0), leve (1), moderada (2), intenso (3) e muito 

intenso (4). O número representará o escore patológico de 0 a 15. Os resultados foram 

expressos como valores médios de ± SEM para cada grupo experimental (adaptado de 

Usselmann et al., 2001 e Ostanin et al., 2009). 
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4.6 Contagem total de leucócitos 

Para contagem total de leucócitos circulantes foi coletado 10 μL de sangue de cada 

animal e acrescentado 90 μL do corante Turkey. As células foram contadas em câmara 

Newbauer em microscópio de luz. 

 

4.7 Análise do índice de hematócrito  

Uma amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um tubo capilar de 

vidro para determinação de micro-hematócrito (Perfecta), o qual foi centrifugado em uma 

centrífuga de micro-hematócrito por 10 minutos (Centrifuge hematocrit HT).  Em seguida, 

foi realizada uma proporção entre o comprimento das porções vermelha (concentração de 

elementos do sangue) e branca (concentração de plasma), através de uma regra de três 

simples.  

 

4. 8 Ensaio de MPO para quantificação de influxo de neutrófilos 

Para avaliar o acúmulo de neutrófilos no intestino foi utilizado o método de 

quantificação da atividade de mieloperoxidase. Fragmentos de intestino foram pesados e 

suspensos em salina EDTA, submetido à homogeneização e centrifugação (3000g, 15 

minutos). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em solução 

salina/EDTA (1 mL) gelada, sendo adicionados NaCl 0.2% gelada e NaCl 1.6% com 

glicose 5% gelada na mesma quantidade. As amostras foram centrifugadas a 3000 g por 15 

minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em tampão 

fosfato com HTAB a 5% e homogeneizado por 30 segundos. As amostras foram congeladas 

e descongeladas três vezes em nitrogênio líquido seguidamente, centrifugadas e o 

sobrenadante coletado para ensaio de MPO. Amostras de intestino foram diluídas antes do 

ensaio. A atividade de mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através de 
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leitor de ELISA (450 nm) usando tetramethylbenzidine (1.6 mM) e H202 (0.5 mM). Os 

resultados foram expressos como unidades relativas (MPO) da O.D. do sobrenadante do 

tecido com neutrófilos do peritônio de ratos processados da mesma maneira. Para este fim, 

neutrófilos foram induzidos no peritônio de ratos por injeção de 3 mL de caseína 5%. A 

curva padrão do número de neutrófilos (>95% de neutrófilos) versus O.D. foi obtida pelo 

processamento de neutrófilos purificados da maneira descrita para o ensaio de atividade de 

MPO. 

 

4. 9 Ensaio de EPO para quantificação de influxo de eosinófilos 

O ensaio do EPO, para verificar a presença de eosinófilos, foi feito conforme 

descrito por Strath & Sanderson, 1985. Resumidamente, para cada 100 mg de intestino foi 

utilizado 1 ml de PBS para homogeneizar o tecido em seguida foi centrifugado a 3.000g por 

10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e as hemácias foram lisadas por pressão 

osmótica. As amostras foram centrifugadas novamente, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi suspenso em 1 ml de 0,5% de brometo de amônio hexadeciltrimetil em PBS. 

Posteriormente as amostras foram congeladas três vezes em nitrogênio líquido, e 

centrifugado a 4°C, 3.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado em o ensaio 

enzimático com a adição de um montante igual substrato (1,5 mmol/L de o-

fenilenodiamina) e 6,6 mmol / L de H2O2 em 0.075 mmol / L Tris-HCl (pH 8). A reação foi 

interrompida com 50 µL de H2SO4 1 M e lido na absorbância de 492 nm. 

 

4.10 Extração de citocinas do intestino 

Fragmentos do intestino (100 mg) foram homogeneizados em 1 mL de solução de 

extração de citocinas (NaCl 0,4 M; tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; 
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fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzetônio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 

UI de aprotinina), preparada a partir de uma solução de tampão fosfato (8 g NaCl, 0,2 g 

KCl e 2,89 g Na2HPO4.12H2O diluídos em 1 litro). O homogeneizado resultante foi 

centrifugado por 10 minutos a 10000 g a 40C e o sobrenadante foi recolhido para a dosagem 

de citocinas por ELISA. 

 

 4.11 Determinação da concentração de citocinas por ELISA 

As amostras foram diluídas em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. A 

concentração das citocinas analisadas foi determinada utilizando-se anticorpos obtidos da 

R&D Systems (DuoSet). Para realização do ensaio foram seguidas as instruções do 

fabricante que estão resumidamente descritas abaixo. 

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 poços (Nunc, USA). Os 

anticorpos de captura foram diluídos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilização ocorreu 

durante aproximadamente 18 horas à 40C. A placa foi bloqueada com PBS acrescido de 1% 

de albumina bovina, em seguida as amostras foram pipetadas na placa. A reação ocorreu 

durante aproximadamente 18 horas à 40C.  Os anticorpos de detecção foram diluídos em 

PBS, pH 7,4, com 0,1% de albumina bovina, sendo que a sensibilização ocorreu durante 

aproximadamente 2 horas à temperatura ambiente. A reação foi detectada pela incubação 

com estreptavidina conjugada com peroxidase e revelada com OPD (“o-phenylendiamine 

dihidrocloride”-Sigma) A reação foi interrompida com H2SO4 a 1 M. 

A leitura foi feita no leitor de ELISA com filtro para um comprimento de onda de 

490 nm.   
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4.12 Avaliação da expressão do mRNA de il-10 e anexina 1 

Para a quantificação relativa da expressão do RNAm de il-10 e anexina 1, foram 

utilizados intestino de animais convencionais e isentos de germes controle e tratados com 

5-FU. O RNA total foi extraído com TrizolTM (life technologies) e procedeu-se a extração 

das amostras com clorofórmio-isopropanol conforme protocolo do fabricante. Para reação 

da transcriptase reversa, foi utilizado kit da Pharmacia/Biotech para síntese da fita de DNA 

complementar (cDNA). Com o uso de iniciadores específicos (Tabela 1), o cDNA da il-10, 

da anexina 1 e da proteína ribosomal L4 (rpl4) foram amplificados. Como controle da 

quantidade de RNA utilizado, foi determinado o nível de expressão de gene rpl4 de todas as 

amostras. 

 

Tabela 1: Sequência dos iniciadores para il-10, anexina 1 e rpl-4 usados no qPCR. 

Grupo alvo Sense Anti-sense 

il-10 5’TGGATAGCCTTGGCTCTAAC3’ 5’CCGCTGTCATTCTTCTACCT3’ 

anexina 1 5’ACTCTGCGAAGATGAGGAAAG3’ 5’AGATGCCAGGGCTTTGTATG3’ 

rpl-4 5´TCCCTCAAGAGTAACTATAACCTGCCC3’ 5´TGGTGCTCGGAGGGCTCTTTG3’ 

 

 

4.13 Depleção da microbiota por coquetel de antibióticos  

Uma combinação de um amplo espectro de antibióticos foi utilizada para 

esterilização do trato gastrointestinal de camundongos adultos e neonatos 

convencionalizados como previamente descrito na literatura (Fagarasan et al., 2002). Foram 

utilizados a combinação dos seguintes antibióticos: ampicilina (2g/L), metronidazol (1g/L), 

ciprofloxacino (0,2g/L), vancomicina (0,5g/L) e neomicina (2g/L) e o antifúngico nistatina 

(0,12g/L), todos administrado na água de beber por 30 dias para camundongos adultos e 60 

dias para os neonatos. A maravalha foi trocada periodicamente e todo o experimento 
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conduzido em condições de assepsia para prevenir a reinfecção dos camundongos. Para 

verificar se o tratamento com antibiótico foi adequado para depletar a microbiota, amostras 

de fezes foram cultivadas em meio tioglicolato várias vezes após início do tratamento com 

os antibióticos. Após a administração de antibióticos os animais foram tratados com 5-FU. 

O coquetel de antibióticos foi mantido durante o tratamento com o 5-FU.  

 

4.14 Reposição da microbiota total em animais isentos de germes  

Para reposição da microbiota, animais isentos de germes receberam a administração 

de fezes (via oral) oriundas de animais convencionais de acordo com protocolo previamente 

descrito por Souza e colaboradores (2004). As fezes, retiradas da região retal de animais 

convencionais foram homogeneizadas em salina a 10% e administrados um volume de 100 

µl por gavagem. As fezes de animais isentos de germes foram retiradas, submetidas ao 

mesmo protocolo experimental e administrada em outro grupo, que foi utilizado como 

controle do experimento. Após 30 dias, a colonização pelo microbiota foi verificada em 

meio tioglicolato e BHI, e esses animais formam submetidos ao protocolo para indução de 

mucosite descrito anteriormente.  

 

4.15 Avaliação da composição da microbiota intestinal 

O DNA total foi extraído do conteúdo do ceco, com Kit para extração de DNA das 

fezes (Qiagen). A extração das amostras foi feita conforme protocolo do fabricante. A 

avaliação dos componentes da microbiota, foi realizado por qPCR utilizando-se iniciadores 

específicos, descriminados na Tabela 2. Os iniciadores foram desenhados para regiões do 

gene da subunidade 16S do ribossomo bacteriano, de acordo com o táxon.  
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Tabela 2: Sequência dos iniciadores de rDNA do gene 16S usados no qPCR. 

Grupo alvo Sense Anti-sense 

Bactéria universal 5’ACTCCTACGGGAGGCAGCAG3’ 5’ATTACCGCGGCTGCTGGC3’ 

E.coli 5’CATGCCGCGTGTATGAAGAA3’ 5’CGGGTAACGTCAATGAGCAAA3’ 

 

Amostras de fezes foram diluídas em salina e cultivadas nos meios sólidos seletivos 

Macconkey, BBE e MRS para avaliação do número de unidades formadoras de colônias de 

Enterobactérias, Bacteroides e de bactérias ácido láticas, respectivamente.  

  

4.16 Tratamento com os antibióticos Ciprofloxacino, Metronidazol e Vancomicina 

Animais convencionais foram tratados com Ciprofloxacino ou Metronidazol ou 

Vancomicina (via oral, 50 mg/kg) de 12 em 12 horas durante todo o protocolo de indução 

da mucosite (4 dias). No 50 dia foi feito a eutanásia e os tecidos coletados para análises.  

 

4.17 Colonização específica 

Animais isentos de germes foram monocolonizados com E. coli (ATCC: 25922) ou 

B. fragilis (ATCC: 25285). A administração da linhagem bacteriana foi realizada em fluxo 

laminar, onde cada animal em microisolador recebeu 100 µL da suspensão de bactérias (108 

UFC/animal) via oral por inserção com cânula de gavagem. Após 7 dias, a 

monocolonização foi verificada através do cultivo do conteúdo fecal em meios de cultura 

seletivos (Macconkey e BBE) e UFCs foram contadas. A identificação e contagem das 

unidades formadoras de colônias determinaram a viabilidade das colonizações. 

 

 

4.18 Modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por carragenina 
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Para indução de hipernocicepção inflamatória, a carragenina (100 g/pata em 30 µL 

de salina) foi injetada na pata traseira direita de camundongos convencionais, isentos de 

germes e monocolonizados com E. coli e B. fragilis. A nocicepção foi avaliada antes e 3h 

após injeção intraplantar de carragenina através do método de von Frey. Os animais foram 

ambientados 1 hora antes dos testes de nocicepção. O limiar de hipernocicepção foi 

definido pela subtração do valor nociceptivo inicial do obtido 3 horas após injeção da 

carragenina.  Para avaliação de edema, as patas traseiras direita e esquerda foram pesadas 

na 3a hora após injeção da carragenina e o peso da pata direita foi subtraído da esquerda. A 

concentração da citocina TNFα, MPO foi quantificada na pele intraplantar da pata traseira 

direita e a esquerda foi utilizada como controle. 

 

4.19 Tratamento com dexametasona e RU486 

Animais convencionais foram tratados com dexametasona (via i.p., 10 mg/kg) 

durante todo o protocolo de indução da mucosite (4 dias). No 50 dia foi feita a eutanásia e 

os tecidos coletados para análises.  

O RU486 foi ressuspenso em 3% de DMSO e dissolvido em óleo de amendoim 

(Sigma) e administrado a animais isentos de germes durante todo o protocolo de indução da 

mucosite (4 dias) 4 horas antes o quimioterápica via subcutânea na dose de 20mg/kg, No 50 

dia foi feito a eutanásia e os tecido coletados para análises.  

 

 

4.20 Dosagem de corticosterona plasmática 

A concentração de corticosterona foi mensurada no plasma dos camundongos 

usando kit de ELISA (Cayman; USA). O teste foi feito conforme as especificações do 

fornecedor. As amostras foram diluídas 1:100. 
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4.21 Análise Estatística 

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam 

distribuição Gaussiana. As comparações estatísticas entre os vários grupos foram feitas por 

ANOVA “one way” seguida de pós-teste Newman-Keuls. Para comparação entre dois 

grupos, quando necessário, foi utilizado o teste “t de student”. Os resultados foram 

apresentados como média±erro padrão médio. O nível de significância adotado foi de 

P<0,05. Para a realização de todas as análises, foi utilizado o software GraphPad PRISM, 

GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA). 
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3. RESULTADOS 

 

5.1 A dose de 450 mg/kg de 5-fluorouracil induziu grave dano intestinal  

 

Para padronização da dose de 5-fluorouracil (5-FU) foi realizado experimento de 

dose resposta para determinar a dose necessária para induzir mucosite intestinal nos 

camundongos convencionais. Como demonstrado na figura 6A, todos os animais que 

receberam as três diferentes doses de 5-FU (50, 150 e 450 mg/kg) durante 3 dias 

consecutivos apresentaram progressiva perda de peso quando comparados aos animais 

controles. Entretanto, essa perda foi aproximadamente 10% maior nos animais que 

receberam 150 e 450 mg/kg de 5-FU quando comparados aos animais que receberam 50 

mg/kg no 40 dia. A ação antiproliferativa do quimioterápico foi avaliada através da 

contagem de leucócitos presente no sangue. Apenas animais tratados com a dose de 150 e 

450 mg/kg do quimioterápico apresentaram leucopenia quando comparados ao grupo 

controle (Figura 6B). Apenas a maior dose do quimioterápico promoveu encurtamento do 

intestino quando comparada ao grupo controle (Figura 6C).  Foi observado 

hemoconcentração apenas nos animais tratados com 150 e 450 mg/kg de 5-FU em relação 

grupo controle (Figura 6D). A atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) no intestino, 

indicativa do acúmulo de neutrófilos, foi aumentada em todos os animais tratados com o 

quimioterápico, independentemente da dose utilizada (Figura 6E).  
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Figura 6: Avaliação do fenótipo de camundongos convencionais submetidos ao teste de 

dose resposta do quimioterápico 5-fluorouracil (5-FU). Camundongos convencionais, após 

receberem 3 doses diárias consecutivas de 5-FU, apresentaram progressiva perda ponderal 

(A), entretanto nos animais que receberam a dose de 50 mg/kg essa perda foi menos 

acentuada. A administração das doses 150 e 450 mg/kg de 5-FU promoveu leucopenia em 

relação ao grupo controle (B). Foi observado encurtamento do comprimento intestinal 

apenas nos animais que receberam 450 mg/kg do quimioterápico (C). A atividade da 

mieloperoxidade (MPO) foi aumentada em todos os grupos que receberam o 

quimioterápico quando comparados ao grupo controle (E).  As barras representam a média 

± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou # P<0,05 vs 50 mg/kg. 
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A análise histopatológica intestinal foi realizada para avaliar o efeito do 

quimioterápico 5-FU no desenvolvimento da mucosite intestinal. A avaliação dos cortes 

histológicos dos três segmentos intestinais (duodeno, jejuno e íleo) evidenciou que o 5-FU, 

nas três doses administradas, promoveu influxo de células inflamatórias para a lâmina 

própria e submucosa em relação ao grupo controle (Figura 7). Entretanto, os camundongos 

que receberam a maior dose do quimioterápico (450 mg/kg) (figura 7D) apresentaram 

alterações mais pronunciadas da arquitetura intestinal, caracterizadas por influxo de células 

inflamatórias e edema na mucosa e submucosa, redução do comprimento do vilo e do 

número de glândulas de Lieberbühn (cripta), quando comparados aos animais que 

receberam as doses de 50 e 150 mg/kg (Figura 7 B e C).   

 

 Figura 7: Cortes histológicos do duodeno de camundongos controle e com mucosite. 

Secção dos animais controles (A) ou que receberam 5-FU nas doses de 50 mg/kg (B), 150 

mg/kg (C) e 450 mg/kg (D) durante 3 dias consecutivos, em aumento de 10X. Decorridos 

A B 

C D 
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24 horas após última injeção do quimioterápico, os animais foram eutanasiados. As barras 

representam 100 µm.  

 

A dose de 450 mg/kg foi escolhida para os demais experimentos devidos os efeitos 

apresentados nos parâmetros acima analisados.  

Uma vez determinada a dose do quimioterápico, foi avaliada a curva de 

sobrevivência dos animais após indução da mucosite. Como demonstrado na figura 8, nos 

dias 6 e 7 após o início do tratamento, 50% e 100% dos camundongos convencionais 

morreram, respectivamente. 
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Figura 8: Curva percentual de sobrevivência dos camundongos convencionais após 3 dias 

de tratamento com 450 mg/kg de 5-FU (n=5). 

 

 Dado o resultado da curva de sobrevivência, definiu-se que os demais experimentos 

seriam realizados 2 dias (48 horas) após a última injeção de 5-FU (dia 5).  
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5.2 A ausência da microbiota está associada com redução da lesão e da inflamação 

intestinal induzida pelo quimioterápico 5-FU. 

 Uma vez definidos a dose do quimioterápico (450 mg/kg) e o tempo de eutanásia (50 

dia), nosso próximo passo foi avaliar o papel da microbiota no desenvolvimento da 

mucosite. Para isso utilizamos animais isentos de germes axênicos (GF) ou com a 

microbiota depletada pela administração de um coquetel de antibióticos a camundongos 

convencionais, tanto neonatos quanto adultos.  

A fim de verificar se a ausência da microbiota interferiria na ação do 5-FU, a ação 

antiproliferativa do quimioterápico foi avaliada através da contagem de leucócitos presente 

no sangue e na medula. Os animais convencionais tratados com o 5-FU apresentaram 

redução do número de leucócitos circulantes em relação ao respectivo grupo controle 

(Figura 9A). Na ausência da microbiota, a administração do quimioterápico também 

resultou na diminuição do número de leucócitos circulantes quando comparados aos GF 

controles (Figura 9A). Essa diminuição foi semelhante à observada nos animais CV-5FU. 

Resultado similar foi observado nas células da medula (dado não mostrado). A 

administração de 5-FU a animais convencionais promoveu redução do comprimento 

intestinal quando comparado ao respectivo controle (Figura 9B). Entretanto, não foi 

observada diferença no comprimento intestinal dos animais GF após tratamento com o 5-

FU quando comparados aos GF controles. O comprimento intestinal dos animais GF-5FU 

foi maior que o dos animais CV-5FU (Figura 9B).  

A atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosinófilo (EPO) 

foi avaliada para inferir o acúmulo de neutrófilos e de eosinófilos no intestino, 

respectivamente. As atividades da MPO (Figura 9C) e da EPO (Figura 9D) apresentaram-se 

aumentadas nos animais convencionais tratados com o quimioterápico quando comparados 

aos animais CV controles. No entanto, nos animais GF não houve diferença estatística na 
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atividade dessas enzimas entre os animais tratados com o 5-FU e o grupo GF controle. A 

atividade da MPO e EPO foi menor nos animais GF-5FU quando comparados aos animais 

convencionais que receberam o quimioterápico. De forma complementar, a concentração 

das quimiocina CXCL-1 (Figura 9E), quimioatraentes para neutrófilos, estava elevada no 

intestino dos animais CV tratados com o quimioterápico quando comparados ao grupo 

controle. A citocina IL-1β (Figura 9F) também estava aumentada no intestino dos animais 

CV-5FU após injeção do quimioterápico. A concentração dessas citocinas não foi alterada 

no intestino dos animais GF após tratamento com o 5-FU. E ainda, quando comparados aos 

animais CV-5FU, foi observada uma menor concentração de CXCL-1 e IL-1 β no intestino 

dos camundongos GF após tratamento com 5-FU.  
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Figura 9: Ausência de microbiota está associada a diminuição da resposta inflamatória 

após administração do quimioterápico 5-FU. Camundongos convencionais (CV) e isentos 
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de germes (GF) apresentam leucopenia após tratamento com 5-FU (A). Diferentemente do 

observado nos animais CV-5FU, o comprimento intestinal dos animais GF-5FU não se 

alterou quando comparados aos animais GF-C (B). A atividade da MPO (C) e da EPO (D) 

foi maior nos animais CV-5FU quando comparados aos CV-C e não houve diferença 

estatística entre os grupos de camundongos GF. A concentração da quimiocina CXCL1 (E) 

no intestino dos camundongos convencionais (CV) apresentou-se elevada quando 

comparado ao controle, entretanto não houve diferenças no grupo GF. A citocina IL-1β (F) 

estava aumentada apenas nos animais CV-5FU tratamento com o quimioterápico 5-

fluorouracil (5-FU). As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou 

#P<0,05 vs CV-5FU.  

 

 A análise dos cortes histológicos demonstrou que o tratamento com 5-FU promoveu 

expressivas alterações na arquitetura intestinal dos animais convencionais quando 

comparados ao grupo controle (Figura 10A e 10B). Nos animais CV-5FU foi observada 

redução do comprimento dos vilos e do número das glândulas de Lieberkhün (Cripta), 

intenso influxo de células inflamatórias e edema na mucosa e submucosa, perda de células 

caliciformes e hemorragia quando comparados ao respectivo controle. Nos cortes 

histológicos dos animais GF-5FU essas alterações foram atenuadas quando comparados aos 

CV-5FU (Figura 10C e 10D). A análise quantitativa das alterações histológicas está 

representada na figura 10E.   
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Figura 10: Representação histológica e graduação histopatológica do jejuno de 

camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (GF) controle (C) ou com mucosite 

(5-FU). Jejuno dos animais CV-C (A) e CV-5FU (B) e dos GF-C (C) e GF-5FU (D) em 

aumento de 10X. Os camundongos receberam 3 injeções de 5-FU durante 3 dias 

consecutivos e foram eutanasiados 48 horas após última injeção. Escore histopatológico do 

CV-C CV-M

GF-C GF-M

A B 

C D 
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jejuno, conforme descrito na secção materiais e métodos (E). As barras, nas pranchas 

histológicas, representam 100µm. Em E, as barras representam a média ± erro padrão. n= 3-

5. *P<0,05 vs C ou #P<0,05 vs GF-5FU. 

 

 A menor inflamação e lesão tecidual observadas nos animais GF resultou em 100% 

de sobrevivência avaliada durante 14 dias após início da administração do quimioterápico 

(Figura 11A) enquanto 100% dos animais CV sucumbiram até 7 dias após início da 

administração do 5-FU.  E ainda, a avaliação de parâmetros clínicos da doença demonstrou 

que os animais GF apresentam 100% de recuperação após interrupção da administração do 

quimioterápico, diferentemente do observado nos animais CV que apresentaram 

progressiva piora clínica (Figura 11B).   
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Figura 11: Percentual de sobrevivência após administração de 5-FU a animais 

convencionais (CV) e isentos de germes (GF) (A). Graduação clínica da doença durante e 

após administração de 5-FU aferido conforme descrito na secção materiais e métodos 

diariamente monitorados nos animais CV e GF (B). Nessa avaliação também foi pontuado a 

perda de peso corporal. As linhas representam a média dos valores encontrados em cada 

grupo. n=5-6 animais. 
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Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que a hiporresponsividade dos 

animais GF em diferentes modelos inflamatórios estava relacionado com aumento de IL-10 

e de anexina 1 (Souza et al., 2004, 2007; Fagundes et al., 2012). No 5º dia após início do 

tratamento com o quimioterápico não observamos aumento de IL-10 e nem de anexina 1 

nos animais GF tratados com o quimioterápico. Entretanto, como demonstrado na figura 

12, a avaliação da expressão mRNA dessas moléculas em tempos anteriores evidenciam 

que a anexina 1 (Figura 12A) está aumentada no 1º dia após início do tratamento com o 5-

FU e a il-10 (Figura 12B) está aumenta no 3º dia após início do tratamento com o 

quimioterápico. 
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Figura 12: Expressão do mRNA de anexina 1 (A) e de il-10 (B) 6 horas após a injeção de 1 

(1 dia), 2 (2 dias) ou 3 (3 dias) doses do quimioterápico em animais convencionais (CV) e 

isentos de germes (GF). As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-4. *P<0,05 vs 

respectivo controle C ou #P<0,05 vs CV. 
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O tratamento de animais convencionais neonatos por 60 dias com um coquetel de 

antibióticos (AB) de amplo espectro para depleção da microbiota foi outra estratégia 

experimental utilizada para confirmar se a ausência da microbiota estaria envolvida no 

agravamento do mucosite induzida pelo quimioterápico 5-FU. Após 60 dias de tratamento, 

a depleção da microbiota foi verificada através do cultivo das fezes em meio tioglicolato e 

BHI. Esses os animais foram então injetados com o quimioterápico 5-FU para indução da 

mucosite.  

A ação antineoplásica do quimioterápico foi confirmada pela verificação da 

diminuição do número de leucócitos circulantes nos animais AB-5FU quando comparados 

ao respectivo controle (Figura 13A). Ressaltamos que essa leucopenia foi semelhante a 

observada nos animais CV e GF após tratamento com o quimioterápico. A depleção da 

microbiota com antibióticos também resultou em prevenção do encurtamento intestinal 

induzido pelo quimioterápico, como observado nos animais GF (Figura 13B). E ainda não 

foi observado aumento da atividade da MPO (Figura 13C) e EPO (Figura 13D) no intestino 

dos animais AB tratados com o 5-FU, nem na concentração das citocinas CXCL1 (Figura 

13E) e IL-1β (Figura 13F) quando comparados ao grupo controle.  
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Figura 13: A prevenção da colonização de camundongos neonatos pela microbiota resultou 

em diminuição da inflamação e da lesão tecidual induzida pelo quimioterápico 5-FU. O 

tratamento com coquetel de antibióticos (AB) para prevenção da colonização não interferiu 

na leucopenia induzida pelo 5-FU (A). Os animais AB não apresentaram encurtamento do 

intestino após tratamento com o 5-FU (B). A atividade das enzimas MPO (C) e EPO (D) e a 

concentração das citocinas CXCL1 (E) e IL-1β (F) não foram alteradas nos animais AB 
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tratados com o quimioterápico quando comparados ao grupo controle. As barras 

representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs respectivo C ou #P<0,05 vs CV-

5FU. 

 

Da mesma forma que observado nos animais GF, a análise dos cortes histológicos 

demonstrou que o tratamento com 5-FU promoveu poucas alterações na arquitetura 

intestinal dos animais convencionais tratados com o coquetel de antibiótico quando 

comparados ao grupo controle e aos animais CV-5FU (Figura 14A). A análise quantitativa 

das alterações histológicas está representada na figura 14B.  Resumidamente, o tratamento 

com o coquetel de antibióticos desde o nascimento resultou em fenótipo semelhante ao 

observados nos animais GF, com menor lesão tecidual, menor inflamação e maior 

preservação da arquitetura intestinal. 
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Figura 14: Representação histológica (A) e graduação histopatológica (B) do intestino de 

camundongos convencionais (CV), isentos de germes (GF) e CV tratados desde o 

nascimento com coquetel de antibióticos (AB) controle (C) ou tratados com o 

quimioterápico (5-FU). Duodeno dos animais AB-C e AB-5FU (A) em aumento de 10X. 

Os camundongos receberam 3 injeções de 5-FU durante 3 dias consecutivos e foram 

eutanasiados 48 horas após última injeção. Escore histopatológico do duodeno (B), 

conforme descrito na secção materiais e métodos. As barras, nas pranchas histológicas, 

representam 100µm. Em B, as barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 

vs C ou #P<0,05 vs CV-5FU. 
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Uma vez que o contato com a microbiota é essencial para vários processos 

fisiológicos, tais como o desenvolvimento do intestino e do sistema imune, dentre outros, 

nos questionamos se a presença da microbiota era requerida durante a indução da mucosite 

ou se o contato prévio com a mesma seria suficiente para exacerbar o dano tecidual 

provocado pelo quimioterápico 5-FU. Para responder essa pergunta, nós tratamos 

camundongos convencionais adultos (6-8 semanas) com coquetel de antibióticos de amplo 

espectro por 30 dias (AB-A), confirmamos a depleção da microbiota em meios tioglicolato 

e BHI e procedemos com o protocolo de administração do quimioterápico. 

Ambos, camundongos CV e AB-A apresentaram leucopenia após tratamento com o 

quimioterápico (Figura 15A). A depleção da microbiota resultou em prevenção do 

encurtamento intestinal induzido pelo quimioterápico (Figura 15B). E ainda foi observado 

menor atividade de MPO (Figura 15C) e EPO (Figura 15D) no intestino dos animais AB-A 

tratados com o 5-FU, bem como, menor concentração das quimiocinas CXCL1 (Figura 

15E) e CCL24 (Figura 15F) quando comparados ao grupo CV-5FU. A linha tracejada 

representa a média dos controles CV e AB-A. 
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Figura 15: Avaliação fenotípica dos camundongos convencionais adultos tratados com 

coquetel de antibióticos (AB-A) por 30 dias e injetados com o quimioterápico 5-FU. O 

tratamento com os antibióticos (AB-A) não interferiu na leucopenia induzida pelo 5-FU 

(A). Os animais AB-A não apresentaram encurtamento do intestino após tratamento com o 

5-FU (B). A atividade das enzimas MPO (C) e EPO (D) e a concentração das citocinas 

CXCL1 (E) e CCL24 (F) foi menor no intestino dos animais AB-A tratados com o 

quimioterápico quando comparados ao CV-5FU. As barras representam a média ± erro 

padrão. A linha tracejada representa a média dos controles CV e AB-A. n= 3-5. #P<0,05 vs 

CV-5FU. 

 

 Além da redução dos parâmetros inflamatórios nos animais AB-A tratados com o 

quimioterápico foi observada também uma maior preservação da arquitetura intestinal 

(Figura 16), quando comparado aos animais CV-5FU. Os dados até aqui demonstrados 
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comprovam que a ausência de microbiota confere proteção dos danos intestinais induzidos 

pelo quimioterápico 5-FU. Além disso, a hiporresponsividade inflamatória observada na 

ausência da microbiota não pode ser atribuída a ausência de maturação do sistema imune. 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Cortes histológicos do duodeno de camundongos tratados com 5-FU 

convencionais (CV) e adultos pré-tratados com antibióticos (AB). Secção dos animais 

convencionais (a esquerda) ou pré-tratados com antibióticos (a direita), em aumento de 

10X. As barras representam 50 µm.  

 

A fim de confirmar a hipótese de que a presença da microbiota contribui para o 

desenvolvimento da mucosite, nós convencionalizamos animais GF através a administração 

oral de fezes de animais convencionais. Após 30 dias, a convencionalização foi confirmada 

através do cultivo das fezes nos meios tioglicolato e BHI e então procedemos com o 

protocolo de indução da mucosite.  

A convencionalização não interferiu na leucopenia induzida pelo 5-FU (Figura 17 

A). Os camundongos convencionalizados apresentaram encurtamento do intestino após 

tratamento com o 5-FU (Figura 17B) quando comparados ao seu grupo controle e aos GF-

5FU. A atividade das enzimas MPO (Figura 17C) e EPO (Figura 17D) e a concentração das 

citocinas CXCL1 (Figura 17E) e CCL24 (Figura 17F) foram maiores no intestino dos 

AB-5FU CV-5FU 
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animais convencionalizados após tratados com o quimioterápico quando comparados ao seu 

grupo controle e aos GF-5FU.  
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Figura 17: Fenótipo dos animais GF convencionalizados (CV→GF) com fezes de 

camundongos convencionais durante 30 dias e tratados com o quimioterápico 5-FU. A 
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convencionalização não interferiu na leucopenia induzida pelo 5-FU (A). Os camundongos 

convencionalizados apresentaram encurtamento do intestino após tratamento com o 5-FU 

(B) quando comparados ao seu grupo controle e aos GF-5FU. A atividade das enzimas 

MPO (C) e EPO (D) e a concentração das citocinas CXCL1 (E) e CCL24 (F) foram maior 

no intestino dos animais convencionalizados após serem tratados com o quimioterápico 

quando comparados ao seu grupo controle e GF-5FU. As barras representam a média ± erro 

padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs respectivo grupo controle, #P<0,05 vs GF-5FU. 

 

 A análise microscópica do intestino confirmou que a convencionalização foi capaz 

de reverter o fenótipo protetor dos animais GF tratados com o quimioterápico 5-FU (Figura 

18A). Os animais convencionalizados apresentaram maior redução do vilo, perda da 

estrutura da cripta, intenso influxo de células inflamatórias na lâmina própria, edema e 

hiperemia quando comparados aos animais GF-5-FU. A análise quantitativa dessas 

alterações está representada na figura 18B. 
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Figura 18: Cortes histológicos do duodeno (A) de camundongos GF convencionalizados 

controle tratados com o quimioterápico 5-FU. As barras nas pranchas histológicas 

representam 100 µm. Graduação histopatológico, conforme descrito na secção materiais e 

métodos (B). Em B, as barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou 

#P<0,05 vs GF-5FU. 
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5.3 Escherichia coli exacerba o dano intestinal induzido pelo quimioterápico 5-FU  

 

Uma vez que na presença da microbiota ocorreu exacerbação do dano tecidual 

induzido pelo quimioterápico, nosso próximo passo foi avaliar se a composição da 

microbiota estaria alterada após tratamento com 5-FU. Para isso, as fezes de 

camundongos convencionais controle e tratados com o quimioterápico foram cultivadas 

em meios seletivos para enterobactérias (Macconkey) e Bacteoides spp. (BBE) e em 

meio enriquecido para bácterias ácido láticas (MRS). Como demonstrado na figura 19, o 

tratamento com o 5-FU promoveu aumento expressivo do número de enterobactérias 

(Figura 19A), enquanto os demais grupos bacterianos avaliados não alteraram ao longo do 

protocolo experimental (Figura 19B e 19C). Dentro do grupo de entertobactéria, 

observamos que E. coli estava aumentada nas fezes dos animais CV-5FU quando 

comparados aos animais controle (Figura 19D). 
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Figura 19: Perfil bacteriano presente nas fezes de camundongos convencionais tratados 

com o quimioterápico 5-FU. O tratamento com o quimioterápico resultou em expressivo 

aumento do número de enterobactérias (A) quando comparados ao 1o dia de tratamento e ao 

grupo controle. O número de colônias de Bacteroides (B) e de bactérias ácido láticas (C) 

permaneceu constante ao longo o protocolo experimental em ambos os grupos avaliados. A 

análise de PCR revelou importante aumento de E. coli nas fezes dos camundongos 

convencionais após tratamento com 5-FU (D). As barras representam a média ± erro 

padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs grupo controle. 

 

Com a finalidade de avaliar se o aumento de enterobactérias estaria envolvido na 

exacerbação da mucosite induzida pelo 5-FU, nós tratamos animais CV durante a indução 

da mucosite com ciprofloxacino (cipro), antibiótico de escolha na clínica para tratamento de 

infecções por enterobactérias (Mortensen et al., 2013). Grupos de animais tratados com 

metronidazol (metro) e vancomicina (vanco) (antibióticos que não afetam as 
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enterobactérias) também foram usados para verificar se a simples diminuição da carga 

bacteriana conferiria proteção, independentemente do táxon. O metronidazol é usado para 

tratamento de infecção por Bacteroidetes e bactérias anaeróbias (Löfmark et al., 2010) e a 

vancomicina atua sobre bactérias Gram-positivo (Marsot et al., 2012).   

A administração de ciprofloxacino resultou na diminuição basal de enterobactérias 

quando comparado ao grupo controle tratado com o veículo (Figura 20A). O tratamento 

concomitante de ciprofloxacino e 5-FU levou a marcante diminuição da população de 

enterobactérias nas fezes dos camundongos quando comparado ao grupo 5-FU tratado com 

veículo. A administração de metronidazol e vancomicina promoveram aumento do número 

de enterobactérias e no grupo controle e tratamento com 5-FU (Figura 20A). 

Em relação a ação antiproliferativa do quimioterápico, nenhum dos antibióticos 

alterou esse parâmetro (Figura 20B). O tratamento com os 3 antibióticos resultou em menor 

diminuição do comprimento intestinal quando comparados ao grupo veículo tratado com o 

5-FU (Figura 20C). Entretanto, apenas o grupo tratado com ciprofloxacino apresentou 

prevenção do aumento da atividade de MPO (Figura 20D) e EPO (Figura 20E) quando 

comparado ao grupo veículo-5FU. O ciprofloxacino foi capaz de reverter o aumento da 

concentração da quimiocinas CCL11 induzida por 5-FU (Figura 20F). 
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Figura 20: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e dos antibióticos ciprofloxacino 

(cipro), ou metronidazol (metro) ou vancomicina (vanco).  O tratamento com cipro 

promoveu diminuição no número de enterobactérias presente nas fezes de camundongos 

controle e tratados com 5-FU, entretanto os outros antibióticos na presença ou ausência de 

5-FU promoveram aumento na população desse grupo bacteriano. (A) (eixo Y: escala 

logarítmica). Os tratamentos distintos não interferiram na leucopenia induzida pelo 5-FU 

(B). O tratamento com qualquer um dos três antibióticos utilizados resultou em menor 

encurtamento do intestino após tratamento com o 5-FU (C) quando comparados aos 
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respectivos controles. Apenas o grupo tratado com cipro apresentou menor atividade das 

enzimas MPO (D) e EPO (E) quanto comparado ao grupo veículo-5FU. O cipro foi capaz 

de reverter o aumento da concentração da quimiocina CCL11 induzida por 5-FU (F). As 

barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs respectivo grupo controle, 

#P<0,05 vs veículo-5FU. 

 

 

 Uma vez que demonstramos que o aumento de enterobactéria contribui para a 

exacerbação do dano intestinal induzido pelo quimioterápico e que a redução específica 

desse táxon está associado a melhora parcial do dano tecidual induzido por 5-FU, nós 

avaliamos se a monocolonização de animais GF com E. coli seria capaz de reverter a 

hiporresponsividade desses animais no modelo de mucosite intestinal induzido pelo 5-FU. 

Um outro grupo de animais GF também foram colonizados com Bacteroides fragilis. Essa 

bactéria foi escolhida por representa um táxon que não foi alterado durante a indução de 

mucosite em animais convencionais (Figura 19). E mais, o tratamento com o metronidazol, 

antibiótico envolvido na eliminação de Bacteroides spp, não interferiu no efeito do 

quimioterápico 5-FU.  

 Primeiramente, a monocolonização dos animais GF com E coli e B. fragilis não 

alterou os parâmetros basais (grupos controles) avaliados quando comparados aos grupos 

GF e CV (Figura 21). Em relação à ação antineoplásica do 5-FU, nenhuma das intervenções 

metodológicas alterou a ação leucopênica do quimioterápico (Figura 21A). Entretanto, os 

animais monocolonizados com E. coli e posteriormente tratados com 5-FU apresentaram 

aumento da graduação clínica da doença (Figura 21B), com presença de sangue e 

amolecimento dos fezes quando comparados ao respectivo controle e ao GF-5FU. Em 

relação ao comprimento intestinal, foi observada redução no grupo monocolonizado com E. 

coli e tratado com o 5-FU quando comparado ao respectivo controle e ao grupo GF-5FU 
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(Figura 21C).  A atividade da MPO (Figura 21D) estava aumentada no grupo 

monocolonizado com E. coli e tratados com o quimioterápico de forma semelhante aos 

grupos CV-5FU. Interessantemente, os animais GF monocolonizados com B. fragilis não 

apresentaram alterações relevantes em nenhum dos parâmetros avaliados após tratamento 

com o 5-FU (Figura 21). De forma geral esses animais se comportaram de forma 

semelhante aos animais GF-5FU.  
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Figura 21: Avaliação do fenótipo de animais GF monocolonização com E. coli e B. fragilis 

e tratados com 5-FU para indução da mucosite intestinal. As distintas intervenções 

experimentais não interferiram na leucopenia induzida pelo 5-FU (A). A monocolonização 

com E. coli resultou em aumento da graduação clínica da doença após tratamento com o 

quimioterápico em relação ao grupo controle e GF-5FU (B).  Animais monocolonizados 

com E. coli apresentaram encurtamento do comprimento intestinal após tratamento com 5-

FU quando comparados ao respectivo controle e ao grupo GF-5FU (C). No grupo E. coli–
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5FU foi observado aumento da atividade das enzimas MPO (D) quando comparado ao 

grupo controle e GF-5FU. As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 

vs respectivo grupo controle, #P<0,05 vs GF-5FU. 

 

A análise histológica do intestino confirmou que a monocolonização com E. coli e 

posterior tratamento com o quimioterápico 5-FU resultou em aumento do dano tecidual e 

da inflamação quando comparado ao controle (Figura 22A). Entretanto, os animais 

monocolonizados com B. fragilis e tratados com o 5-FU apresentaram menor alteração 

tecidual quando comparados ao controle. A análise quantitativa dessas alterações está 

representada na figura 22B. Resumidamente, animais monocolonizados com E. coli 

apresentaram redução dos vilos, perda da estrutura da cripta, intenso influxo de células 

inflamatórias na lâmina própria, edema e hiperemia quando comparados ao grupo controle 

e aos animais GF-5FU.  
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Figura 22: Cortes histológicos do duodeno de camundongos GF monocolonizados com E. 

coli e B. fragilis controle e tratados com quimioterápico 5-FU (A). Aumento de 100X. A 

barra representa 100 µm. Escore histopatológico, conforme descrito na secção materiais e 

métodos (B). A monocolonização com E. coli promoveu aumento do dano intestinal 
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induzido pelo 5-FU quando comparado ao controle e ao GF-5FU, entretanto no grupo B. 

fragilis não menor alteração entre os grupos controle e tratados com 5-FU. Em B, as barras 

representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou #P<0,05 vs GF-5FU. 

 

A fim de avaliar se o aumento do dano intestinal observado nos animais GF 

monocolonizados com E. coli após tratamento com o quimioterápico não estaria 

diretamente associado a presença desses microrganismos no intestino, nós usamos uma 

modelo inflamatório extra-intestinal. O modelo usado constituiu na injeção de carragenina 

intraplantar para indução de hipernocicepção inflamatória.  

Como já demonstrado anteriormente (Amaral et al., 2008), nós também observamos 

que a intensidade hipernociceptiva é menor nos animais GF quando comparado aos animais 

CV (Figura 23A). A monocolonização de animais GF com E. coli promoveu aumento da 

intensidade hipernociceptiva. A administração de carragenina a animais convencionais 

resultou em aumento do peso da pata traseira direita de aproximadamente 50 mg, entretanto 

nos animais GF esse aumento foi em média de 28 mg (Figura 23B) quando comparado a 

pata contralateral esquerda que não recebeu carragenina. Os animais monocolonizados com 

E. coli apresentaram aumento significativo do peso da pata traseira direita quando 

comparados aos GF. A pata dos animais GF tratados com carragenina apresentou menor 

atividade da MPO quando comparados aos animais CV (Figura 23C). Entretanto a 

monocolonização com E. coli resultaram em aumento da atividade de MPO após injeção de 

carragenina. Os grupos GF tiveram menor aumento da concentração de TNFα na pata 

traseira direita após injeção com carragenina quando comparados aos animais CV (Figura 

23D). Por outro lado, a monocolonização com E. coli resultou em aumento da concentração 

de TNFα após injeção de carragenina semelhantemente ao observado nos animais CV. De 

forma geral, os animais monocolonizados com B. fragilis apresentaram resultados 
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semelhantes aos animais GF após injeção com carragenina, como menor intensidade 

hipernociceptiva e menor concentração de TNFα.  
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Figura 23: Análise de parâmetros inflamatórios 3h após injeção de carragenina. Os animais 

GF e monocolonizados com B. fragilis apresentaram menor intensidade hipernociceptiva 

quando comparadas aos animais CV, entretanto a monocolonização com E. coli promoveu 

aumento da hipernocicepção quando comparado aos animais GF (A). A injeção de 

carragenina resultou em menor aumento do peso da pata traseira direita dos animais GF e 

monocolonizados com B. fragilis em relação a animais CV. A monocolonização com E. 

coli promoveu aumento do peso da pata quando comparados aos GF (B). Animais GF 

desafiados com carragenina apresentaram menor atividade da MPO quando comparados 

aos animais CV. Ambas monocolonizações resultaram em aumento da atividade da MPO 

após injeção de carragenina (C). Após injeção com carragenina, o grupo GF e B. fragilis 

tiveram menor aumento da concentração de TNFα na pata traseira direita quando 
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comparados aos animais CV (D). Por outro lado, a monocolonização com E. coli resultou 

em aumento da concentração de TNFα. As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-

5. Nos painéis A e B *P<0,05 vs CV, #P<0,05 vs GF. Nos paines C e D *P<0,05 vs CV, 

#P<0,05 vs GF 

 

5.4 A corticosterona  é importante para a hiporresponsividade inflamatória dos 

animais GF   

Uma vez que a monocolonização com a E coli foi capaz de reverter a 

hiporresponsividade inflamatória dos animais GF, nosso próximo passo foi avaliar qual o 

mecanismo envolvido nessa reversão. A microbiota é capaz de alterar a produção de 

hormônios esteroides, como demonstrado na figura 24A. Na ausência da microbiota ocorre 

aumento da concentração basal de corticosterona plasmática em relação a animais CV. A 

administração de dexametasona animais convencionais não interferiu na ação leucopênica 

do quimioterápico (Figura 24B), mas esteve associado a menor encurtamento do intestino 

quando comparado ao grupo tratado apenas com o 5-FU (Figura 24C). O tratamento 

concomitante de dexametasona e 5-FU resultaram na redução da atividade da MPO (Figura 

24D) e EPO (Figura 24E) e das quimiocinas CXCL1 (Figura 24F) e CCL24 (Figura 24G) 

quando comparados aos animais tratados apenas com o quimioterápico. 
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Figura 24: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e dexametasona (dexa).  Animais 

GF apresentam elevada concentração de corticosterona plasmática basal quando 

comparados aos animais CV (A). O tratamento com dexametasona não interferiu na 

leucopenia induzida pelo 5-FU (B) e preveniu o encurtamento do intestino após tratamento 

com o 5-FU (C) quando comparados aos animais tratados apenas com o 5-FU. Foi 

observada menor atividade das enzimas MPO (D) e EPO (E) e menor concentração das 

quimiocinas CXCL1 (F) CCL24 (G) no grupo tratado concomitantemente com 5-FU e 

dexa. As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. *P<0,05 vs grupo controle, 

#P<0,05 vs veículo-5FU. 

 

 A fim de avaliar a participação da corticosterona na hiporresponsividade 

inflamatória dos animais GF no modelo de mucosite, esse grupo foi tratado com o RU486, 

um antagonista do receptor de glicocorticoide, durante administração do 5-FU. O 

tratamento com o RU não interferiu na ação leucopênica do quimioterápico (Figura 25A), 
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entretanto resultou no encurtamento do intestino quando comparado ao grupo GF-5FU 

(Figura 25B). Ainda, o co-tratamento com o RU486 e 5-FU promoveu ligeiro aumento da 

atividade da MPO no intestino dos animais GF tratados com o 5-FU (Figura 25C) e 

aumento das citocinas IL-1β e CCL24 (Figura 25D) quando comparado aos animais GF-

5FU. 
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Figura 25: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e RU486.  O tratamento com o RU 

não interferiu na ação antiproliferativa do 5-FU avaliado pela contagem de leucócitos 

circulantes (A). O co-tratamento com RU e 5-FU resultou no encurtamento do intestino(B), 

aumento da atividade da MPO (C) e da concentração de IL-1β e CCL24(D) quando 
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comparados aos animais GF-5FU. As barras representam a média ± erro padrão. n= 3-5. 

*P<0,05 vs grupo controle, #P<0,05 vs GF-5FU. 

 

 Os dados mostrados acima evidenciam que os glicocorticoides estão envolvidos na 

atenuação da mucosite induzida pelo quimioterápico 5-FU. Nosso próximo passo foi avaliar 

se a monocolonização com E. coli era capaz de reduzir a concentração de corticosterona. 

Como demonstrado na figura 26, animais monocolonizados com E. coli apresentaram 

redução da concentração plasmática de corticosterona após serem tratados com o 

quimioterápico 5-FU quando comparado ao grupo GF-5FU e aos animais monocolonizados 

com a bactéria B. fragilis-5FU.  
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 Figura 26: Efeito da monocolonização sobre a concentração plasmáticos de corticosterona 

após tratamento com o quimioterápico 5-FU.  Animais monocolonizados com E. coli 

apresentaram redução da concentração de corticosterona plasmática quando comparados 

aos grupos GF ou monocolonizado com B. fragilis ambos tratados com 5-FU. As barras 

representam a média ± erro padrão. n= 3-5.  
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4. DISCUSSÃO   

 

Nosso objetivo foi estudar a participação da microbiota no desenvolvimento da 

mucosite intestinal induzida pelo quimioterápico 5-FU em camundongos. Constatamos que 

(i) na ausência da microbiota ocorre atenuação do dano tecidual e da inflamação induzidos 

pelo 5-FU; (ii) animais convencionais tratados com 5-FU apresentam aumento da 

população de enterobactéria e de E. coli; (iii) as enterobactérias contribuem para a 

exacerbação do dano tecidual e da inflamação induzidos pelo 5-FU; (iv) animais isento de 

germes apresentam aumento da concentração plasmática basal de corticosterona; (v) a 

monocolonização com  E. coli, mas não a B. fragilis, é capaz de reverter o fenótipo protetor 

de animais isentos de germes no modelo de mucosite; (vi) e animais GF monocolonizados 

com E. coli apresentam redução da concentração plasmática de corticosterona após injeção 

de 5-FU. 

A mucosite constitui prognóstico negativo para os pacientes em tratamento 

antineoplásico podendo acarretar na interrupção e ou redução da dose do quimioterápico ou 

radioterápico (Sonis, 2004).  Vários estudos têm demonstrado que a quimioterapia com uso 

de 5-fluorouracil está associada ao desenvolvimento de mucosite, tanto em humanos (Wang 

et al., 2013; Keil et al., 2013) quanto em camundongos (Soares et al., 2013; Azevedo et al., 

2012). Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da mucosite são complexos e 

envolvem intensa resposta inflamatória, apoptose, além de perda de peso e desordens 

funcionais e estruturais do intestino (Sonis, 2004). Em nosso modelo visualizamos várias 

dessas características, tais como perda de peso, aumento da concentração de mediadores 

pró-inflamatórios (IL-1β, CXCL1, CCL11 e CCL24) , acúmulo de neutrófilos e eosinófilos, 

redução dos vilos e destruição das criptas no intestino delgado de animais convencionais 

tratados com a dose de 450 mg/kg de 5-FU por três dias consecutivos quando comparados 
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aos animais controle. Em adição, no nosso modelo experimental, demonstramos que há um 

significativo encurtamento do intestino e leucopenia nos animais convencionais tratados 

com o quimioterápico, corroborando dados da literatura (Cool et al., 2005). Além disso, o 

tratamento com o quimioterápico resultou no desenvolvimento de diarreia em grande parte 

dos animais convencionais com presença de sangue e muco. A diarreia é um processo 

comumente encontrado na mucosite, tanto em humanos (Katsube et al., 2007b) quanto em 

modelos experimentais (Stringer et al., 2009).  Entretanto, Takimoto e colaboradores 

(2000) demonstraram que 36% dos pacientes que estavam em tratamento de câncer, 

apresentaram constipação (Tokimoto et al., 2000). Essa disfunção do intestino pode ser 

justificada por uma alteração da absorção intestinal devido a lesão da mucosa, e ainda pela 

composição da microbiota e comprometimento da ingestão alimentar.   

O aumento da inflamação intestinal observado nos animais convencionais após 

indução da mucosite, em parte, pode ser atribuída a ativação de NF-кB e de inflamassoma e 

consequente aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias, como já descrito na 

literatura (Chang et al., 2012; Arifa et al., 2014). De fato, foi observado aumento da 

concentração de CXCL1 e IL-1β, no intestino delgado, citocinas conhecidamente 

envolvidas na patogênese da mucosite (Sonis et al., 2004; Logan et al., 2008; Chang et al., 

2012; Melo et al., 2008; Arifa et al., 2014). Além dessas citocinas, houve aumento da 

concentração de CCL11 e CCL24, quimiocinas relacionadas ao recrutamento de eosinófilos 

(Johnston et al., 2004). O aumento desses mediadores inflamatórios, em especial das 

quimiocinas CXCL1, CCL11 e CCL24, resultou no acúmulo de células inflamatórias na 

lâmina própria intestinal dos camundongos convencionais tratados com o quimioterápico 5-

FU. Ensaios enzimáticos e a análise histológica demonstraram acúmulo de neutrófilos e 

eosinófilos no intestino dos animais convencionais com mucosite. Vários outros trabalhos 

têm demonstrado a presença de neutrófilos na mucosa após tratamento com quimioterápico 
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e radioterápico (Melo et al., 2008; Soares et al., 2013; Chang et al., 2012; Guabiraba et al., 

2014).  

Diferentemente do observado nos animais convencionais, camundongos GF ou com 

a microbiota depletada por antibióticos e tratados com o 5-FU apresentaram atenuação do 

dano intestinal e da resposta inflamatória induzidos pelo quimioterápico. Esses achados 

confirmam a hipótese de que a presença da microbiota está envolvida no desenvolvimento 

da mucosite induzida por 5-FU em camundongos.  

Dado anterior da literatura revelam que animais isentos de germes necessitam de 

maior dose de quimioterápico (irinotecano) para induzir mucosite quando comparados a 

animais colonizados (Brandi et al., 2006). Entretanto, o irinotecano apresenta uma 

particularidade: sua forma inativa, glucuronidade SN-38 (SN-38G), é secretada junto com a 

bile e aos passar pelo intestino, o SN-38G pode ser reconvertido na forma ativa devida ação 

de bactérias simbiônticas que sintetizam a enzima β-glucuronidase (Tobin et al., 2003). 

Essa reativação do quimioterápico pode resultar em aumento do dano a células epiteliais 

(Tobin et al., 2003). Como no presente trabalho nosso objetivo foi avaliar o papel da 

microbiota, escolhemos o 5-fluorouracil, por não apresentar, segundo nosso conhecimento, 

o viés de ser metabolizado pela microbiota.  

A manutenção da microbiota intestinal é crucial para a saúde (Hooper et al, 2012) 

enquanto que alterações na composição da microbiota (disbiose) pode desestabilizar a 

relação mutualística e influenciar a fisiologia do hospedeiro, comprometendo o estado de 

saúde do mesmo (Heimesaat et al., 2006; Hawrelak & Myers, 2004). A disbiose intestinal 

tem sido associada com importantes doenças humanas, incluindo as doenças inflamatórias 

intestinais e ileítes (Heimesaat et al., 2006; Kamada et al., 2013) e até mesmo a mucosite 

(Stringer et al., 2007b e 2009b, e Von Bultzingslowen et al. 2003). Entretanto os 

mecanismos moleculares pelos quais a microbiota contribui para o desenvolvimento dessas 



  

86 
 

doenças ainda precisam ser elucidados. Nós observamos aumento na população de 

enterobactérias especialmente E. coli durante a indução de mucosite em animais 

convencionais. Além disso, também demonstramos que essa disbiose contribuiu para a 

exacerbação da mucosite induzida pelo 5-FU nesse grupo de animais.  

Alguns trabalhos mais recentes também têm sugerido a participação da microbiota 

na mucosite tanto em animais quanto em humanos (Stringer et al., 2009b; 2014; von 

Bültzingslöwen et al., 2003; van Vliet et al., 2009; 2010).  Esses autores relataram 

alteração na composição da microbiota intestinal após tratamento quimioterápico (Stringer 

et al., 2009b; von Bültzingslöwen et al., 2003; van Vliet et al., 2009). Stringer e 

colaboradores (2009b) demonstraram que após uma única dose de 5-FU em ratos ocorre 

diminuição de Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. no cólon de 

ratos. Enquanto nas fezes foi encontrado aumento de Clostridium spp. e Staphylococcus 

spp. Usando o mesmo quimioterápico por 6 dias em ratos, um outro estudo encontrou 

aumento no número total de bactérias anaeróbias facultativas no cólon (von Bültzingslöwen 

et al., 2003). O tratamento de ratos com uma única dose de irinotecano foi associado ao 

aumento de Escherichia spp., Clostridium spp., Enterococcus spp., Serratia spp. e 

Staphylococcus spp. no cólon (von Bültzingslöwen et al., 2003). Em amostras fecais, os 

autores encontraram aumento de Proteus spp., Clostridium e Peptostreptococcus spp. 

associado com redução de Bacillus spp., e Bifidobacterium spp (Stringer et al., 2009b). Em 

um estudo recente, o número total de bactérias diminuiu após 3 injeções de irinotecano por 

3 dias em ratos, particularmente os grupos Clostridium cluster IV e XIVa. A administração 

combinada de irinotecano e 5-FU resultou no aumento de Clostridium cluster XI (cluster 

que contém C. difficile spp.) e XIVa (cluster que contém Clostridium produtor de butirato) 

e Enterobacteriaceae spp., enquanto que Clostridium cluster IV foi reduzido (Lin et al., 

2012).  
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Esses estudos em animais mostram uma drástica mudança na composição da 

microbiota intestinal após o tratamento com os quimioterápicos 5-FU e irinotecano, com 

aumento de Escherichia spp., e Clostridium spp. Essas bactérias são frequentemente 

isoladas em pacientes com câncer (Montassier et al., 2013). Entretanto esses estudos 

usaram apenas técnicas baseadas em cultura e técnicas moleculares pouco abrangentes o 

que permitiu focar apenas nos membros dominantes e cultiváveis da comunidade 

microbiana resultando em uma visão incompleta. Além disso, nenhum desses trabalhos 

avaliou diretamente o envolvimento desses grupos microbianos alterados no curso da 

mucosite e, portanto, apenas sugerem que a disbiose pode aumentar o dano a mucosa 

induzido pelos quimioterápicos (Thorpe et al., 2013; van Vleit et al., 2009).  

As enterobactérias podem influenciar a produção de ROS, a permeabilidade 

intestinal, a composição da camada de muco e liberação de moléculas imunes efetoras (van 

Vliet et al., 2010), dentre outros. As enterobactérias são bacilos Gram-negativo, 

pertencentes ao filo proteobactéria e são membros subdominantes da microbiota indígena 

humana e de murinos (Guarner, 2012; Winter & Bäumler, 2014). Nesse grupo de bactérias 

são encontrados vários patógenos oportunistas, como a E. coli, que podem causar doenças 

em determinadas condições. Vários trabalhos têm demonstrado que o LPS contribui para a 

inflamação intestinal (Warren et al., 1985; Tsubery et al., 2000). O nosso trabalho foi o 

primeiro a estudar os mecanismos pelos quais a E. coli é capaz de exacerbar o dano 

intestinal induzido pelo 5-FU.  

O efeito direto do quimioterápico 5-FU sobre a microbiota foi avaliado por Stringer 

e colaboradores (2009b) que demonstraram, in vitro, diferenças na susceptibilidade de 

membros distintos da microbiota ao 5-FU. Enquanto E. coli e Pseudomonas aeruginosa não 

foram susceptíveis ao tratamento com 5-FU, bactérias importantes para a homeostase do 

microambiente intestinal foram susceptíveis (Stringer et al., 2009b). O 5-FU é absorvido 
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pelo trato gastrointestinal (Inomata et al., 2002; Fata et al., 1999), tormando possível seu 

efeito sobre a microbiota intestinal. Dados clínicos e experimentais têm sugerido que as 

infecções após tratamentos antineoplásicos são geralmente causadas por bactérias do trato 

intestinal, como a E. coli (Nomoto et al., 1992a, 1992b; Tancrede & Andremont, 1985; 

Wells et al., 1987). Entretanto, estudos de farmacocinética têm demonstrado que a 

concentração de 5-FU aplicada intraperitonialmente é bem menor no fluido peritoneal e no 

cólon que a concentração usada nesse teste in vitro (Wei et al., 2008), sugerindo também a 

implicação de outros mecanismos.  

A quimioterapia induz mielossupressão e intensa inflamação intestinal (Soins, 

2004). Esse quadro pode favorecer o desenvolvimento de determinados taxa bacterianos em 

detrimento da depleção de outros (Faber & Bäumler 2014; Hasegawa et al, 2014; Winter et 

al., 2013).  Evidências recentes têm sugerido que proteínas liberadas durante processo 

inflamatório do hospedeiro têm impacto profundo na disponibilidade de nutrientes no 

lúmen intestinal, podendo levar a alterações na composição da microbiota, como o aumento 

de enterobactérias (Faber & Bäumler, 2014; Hasegawa et al, 2014; Winter & Bäumler, 

2014), como observado no nosso modelo.  Em geral, essas proteínas são capazes de limitar 

a aquisição de alguns nutrientes essenciais para o crescimento bacteriano, como ferro e 

zinco (Faber & Bäumler, 2014; Winter & Bäumler, 2014). A presença de estratégias 

alternativas para a aquisição de metais confere vantagem adaptativa durante inflamação 

intestinal, como é o caso das enterobactérias (Winter & Bäumler, 2014) 

Além de mudar a composição da microbiota por limitar a aquisição de metais no 

lúmen intestinal, a resposta inflamatória do hospedeiro altera o ambiente do lúmen através 

da geração de subprodutos oriundos da própria inflamação, como de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS). Alguns taxa bacterianos, como as enterobactérias, 

podem facilmente utilizar esses subprodutos em contraste com bactérias anaeróbias 
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obrigatórias pertencentes às classes Bacteroidia e Clostridia que em condições normais são 

os grupos dominantes da microbiota intestinal.  O aumento de enterobactérias é comumente 

observado em diversas doenças inflamatórias intestinais, como colite e doença de Chron 

(Winter et al., 2013; Winter & Bäumler, 2014). Um dos mecanismos responsáveis pelo 

aumento de Enterobactérias no intestino durante a inflamação é a geração de aceptores de 

elétrons respiratórios a partir de subprodutos da resposta inflamação do hospedeiro. Por 

exemplo, ROS e RNS produzidos por enzimas do hospedeiro durante a inflamação podem 

reagir e formar peroxinitrito (ONOO-) um potente antimicrobiano que é rapidamente 

convertido em nitrato em uma reação catalisada pelo dióxido de carbono (CO2). Por sua 

vez, o nitrato suporta o crescimento luminar de Enterobactérias e E. coli (Winter et al., 

2013b; Winter & Bäumler, 2014; Faber & Bäumler, 2014) como observado no nosso 

modelo, por ser facilmente usado com aceptor de elétron por esse grupo de bactérias. Serão 

necessários mais estudos para confirmar a participação de ROS e de RNS na disbiose 

observada no modelo de mucosite intestinal induzida pelo 5-FU em camundongos. 

Entretanto ressaltamos que foi observado aumento do estresse oxidativo no intestino dos 

camundongos convencionais tratados com o 5-FU (dados não mostrados), sugerindo a 

possibilidade da participação desse mecanismo na disbiose observada no nosso modelo.  Os 

eventos que de fato levam ao aumento da abundância de Enterobactérias durante a mucosite 

ainda precisam ser elucidados. 

Embora haja vários relatos na literatura demonstrando que as enterobactérias e E. 

coli estão aumentadas em pacientes com doenças inflamatórias intestinais (Darfeuille-

Michaud et al., 2004; Swidsinski et al., 2002; Kotlowski et al., 2007; Baumgart et al., 

2007; Heimesaat et al., 2007; Sepehri et al., 2007), ainda não se sabe se a doença resulta do 

aumento do números dessas bactérias ou se esse é um fenômeno decorrente da doença 

(Wohlgemuth et al., 2009; Pilarczyk-Zurek et al., 2013). Em animais deficientes para IL-
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10, o aumento de E. coli não foi correlacionado com a gravidade da inflamação no cólon 

(Wohlgemuth et al., 2009). A análise feita em biópsias de pacientes com colite ulcerativa 

mostrou significativo aumento da população de E. coli quando comparados aos grupos em 

remissão da doença e controle (Pilarczyk-Zurek et al., 2013). No nosso modelo 

demonstramos que a prevenção do aumento de enterobactérias mediado pelo uso de 

ciprofloxacino confere proteção ao tecido intestinal e diminuição da resposta inflamatória.  

De forma interessante, o tratamento com outros dois antibióticos, metronidazol e 

vancomicina, que não inibiram o aumento de enterobactérias não interferiram na lesão 

induzida pelo quimioterápico. A hipótese de que as enterobactérias podem exacerbar a 

mucosite intestinal é reforçada pela reversão da proteção intestinal dos animais GF após 

monocolonizados com E. coli, mas não com B. fragilis, e tratamento com 5-FU.  

Alguns trabalhos têm demonstrado a participação de receptores do tipo toll (2, 4, 5 e 

9) no desenvolvimento da mucosite (Burdelya et al., 2012; Kaczmarek et al., 2012 

Sukhotnik et al., 2014). As enterobactérias e a E. coli potencialmente podem sinalizar via 

esses receptores e de outros PPRs e assim amplificar a resposta inflamatória durante a 

mucosite intestinal. O efeito do quimioterápico à mucosa pode favorecer a translocação 

bacteriana (Sonis, 2004; van Vliet et al., 2010) e permitir um maior contato com os PPRs. 

Embora não tenhamos recuperado bactérias no peritônio dos animais (lavado peritoneal) 

pode ter ocorrido translocação local do lúmen para a lâmina própria, visto que nas pranchas 

histológicas dos animais com mucosite foi possível observar algumas áreas com erosão do 

epitélio. Essa translocação permite o contato da microbiota com várias células do sistema 

imune, ativação de PPRs e amplificação da resposta imune. Mais estudo serão necessário 

para avaliar se nesse modelo de mucosite ocorre translocação bacteriana para a lâmina 

própria e se as enterobactérias e a E. coli participam desse processo. 
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Vários trabalhos têm relatado que a microbiota é capaz de impactar a resposta 

inflamatória em diferentes modelos (Souza et al. 2004; Fagundes et al., 2012). Nosso grupo 

havia previamente demonstrado que camundongos GF têm hiporresponsividade 

inflamatória e não morrem após isquemia e reperfusão da artéria mesentérica superior 

(Souza et al., 2004). Esse hiporresponsividade também foi observado em animais 

infectados com K. pneumoniae (Fagundes et al., 2012).  Nesses modelos, o fenótipo 

hiporresponsivo é mediado pelo aumento de IL-10 e outros mediadores anti-inflamatórios 

(Souza et al., 2004; 2007; Fagundes et al., 2012). No nosso modelo de mucosite induzido 

pelo 5-FU não observamos aumento da concentração de IL-10 no tempo experimental 

escolhido para eutanásia dos animais (5 dias). Nós investigamos a ocorrência do aumento 

de IL-10 no intestino dos animais GF tratados com o quimioterápico em momentos 

anteriores ao 5º dia após início do tratamento. Constatamos que 6h após administração da 1ª 

dose (1º dia) e 3ª dose do quimioterápico (3º dia) ocorre aumento na expressão do mRNA 

de anexina 1 e il-10 no intestino dos animais GF-5FU quando comparados aos animais CV-

5FU, respectivamente. Esse aumento pode ter contribuído para o fenótipo de 

hiporresponsividade pró-inflamatória observada nos animais GF após tratamento com o 

quimioterápico, entretanto mais estudos são necessários para esclarecer essa hipótese. 

Além da IL-10, a hiporresponsividade inflamatória do grupo GF pode esta 

relacionada com a secreção de outros mediadores anti-inflamatórios, como de 

glicocorticoides (Mukherji et al., 2013; Sudo et al., 2004). Observamos que a concentração 

plasmática basal de corticosterona, principal glicocorticoide presente no plasma de 

camundongos, estava aumentada nos animais GF quando comparado ao grupo 

convencional (Figura 24A). Mukherji e colaboradores (2013) demonstraram que animais 

com depleção da microbiota após tratamento com coquetel de antibióticos apresentam 

elevada concentração plasmática de corticosterona basal quando comparado a animais com 
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colonizados.  E ainda, as células epiteliais do intestino (IEC) são responsáveis pelo 

aumento desse hormônio na ausência da microbiota, excluindo a participação do eixo 

Hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA).  Esses pesquisadores demonstraram que sinais 

derivados da microbiota regulam o relógio molecular circadiano das IEC contribuindo 

assim para a homeostase do hospedeiro. Resumidamente, na ausência da microbiota, a 

insuficiência de sinalização dos PRRs e, consequentemente, da ativação da expressão e 

atividade de c-Jun, conduz a uma expressão permanente do PPARα, resultando assim na 

perda de todos os eventos que exibem um ritmo circadiano nas células epiteliais do 

intestino (IEC). Essa perturbação do relógio molecular circadiano, caracterizada pelo 

aumento da expressão de RevErbα e a repressão de E4BP4 resultam na expressão 

constitutiva de Cyp11a1, enzima chave para a síntese de glicocorticoide, levando ao 

aumento sistêmico de corticosterona (Mukherji et al., 2013). 

Em outro trabalho foi demonstrado que animais GF deixados 1 hora em contenção, 

apresentam aumento de corticosterona plasmática e do hormônio adrenocorticotropina 

(ACTH), quando comparados aos camundongos convencionais. Esse dado sugere que na 

ausência de microbiota, estímulos estressantes podem induzir substancial elevação de 

glicocorticoide via ativação do eixo HPA (Sudo et al., 2004). 

No nosso modelo, constatamos que a maior concentração plasmática de 

corticosterona observada nos animais GF é importante para atenuação do dano intestinal 

induzido pelo quimioterápico 5-FU.  Os glicocorticoides são capazes de se difundir 

passivamente pela membrana plasmática e interagir com receptor citosólico específico 

(GR), expresso em todos os tecidos e desencadear a ativação de múltiplos passos de 

transdução e transcrição genômicas específicas (Escriva et al., 2000). O tratamento com 

antagonista do receptor de glicocorticoides em GF resultou na reversão parcial do fenótipo 

protetor desses animais. Por outro lado, a administração de um glicocorticoide sintético, 



  

93 
 

dexametasona, a animais convencionais resultou em proteção do dano tecidual e redução da 

inflamação induzidos pelo 5-FU. Esses dados confirmam nossa hipótese do papel do 

glicocorticoide no fenótipo de hiporresponsividade de animais GF no modelo de mucosite 

induzido por 5-FU.  

Os glicocorticoides podem ser responsáveis por vários dos resultados obtidos no 

grupo GF-5FU uma vez que os glicocorticoides podem reduzir o número de neutrófilos e 

eosinófilos, bem como, inibir a síntese de várias citocinas pró-inflamatórias, além de 

aumentar a síntese moléculas de anti-inflamatórias, como anexina 1 e IL-10 (Zen et al. 

2011), dentre outros. De fato, nós observamos menor concentração de citocinas pró-

inflamatórias no intestino dos animais GF-5FU e aumento de IL-10 e de anexina 1 no início 

do tratamento com o 5-FU no grupo GF quando comparado aos animais CV. De forma 

interessante, dados não publicados do nosso grupo têm demonstrado a participação desses 

moléculas e de glicocorticoides na hiporresponsividade inflamatória de camundongos GF 

submetidos a isquemia e reperfusão da artéria mesentérica superior (Fagundes et al., em 

preparação). Dessa forma, pode-se sugerir que a maior concentração plasmática de 

corticosterona em animais GF impede o desenvolvimento da mucosite por promover a 

expressão precoce de moléculas anti-inflamatórias e por inibir a síntese de mediadores pró-

inflamatórios. 

As monocolonizações de animais GF com E.coli ou com B. fragilis evidenciaram 

divergência no controle da concentração plasmática de corticosterona. Observamos que 

enquanto a E. coli reduz os níveis desse hormônio, a B. fragilis aumenta a concentração 

plasmática de corticosterona após tratamento com o quimioterápico quando comparados 

aos animais GF-5FU.  Esse dado nos levou a sugerir que o aumento de E. coli durante a 

mucosite pode exacerbar a inflamação por reduzir a concentração plasmática de 

corticosterona. Entretanto mais análises serão necessárias para confirmar essa hipótese. 
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Sudo e colaboradores (2004) já haviam demonstrado anteriormente que animais GF 

monocolonizados com Bifidobacterium infantis apresentam aumento de corticosterona 

induzido por estresse de contenção semelhante ao observado nos animais convencionais. 

Entretanto animais monocolonizados com uma E. coli enteropatogênica (EPEC) 

apresentam comportamento semelhante aos animais GF (Sudo et al., 2004).   Mais estudos 

serão necessários para avaliar se a monocolonização com E. coli impacta a produção 

intestinal de corticosterona ou se há envolvimento do eixo HPA.   

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que a ausência da 

microbiota confere proteção aos animais tratados com quimioterápicos 5-FU (Figura 27A). 

Esse fenótipo protetor pode ser atribuído, em parte, à maior concentração basal de 

corticosterona, observada nos animais GF. Animais convencionais apresentam disbiose 

após início do tratamento com o 5-FU caracterizada pelo aumento de enterobactérias e de 

E. coli (Figura 27B). A monocolonização dos animais GF com E. coli é capaz de reverter a 

hiporresponsividade desse grupo e reduzir a concentração plasmática de corticosterona. A 

prevenção do aumento de enterobactérias, pela administração de ciprofloxacino, atenuou o 

dano intestinal induzida pelo quimioterápico 5-FU (Figura 27C). É nossa hipótese que a 

disbiose observada nos animais convencionais exacerba a inflamação e o dano tecidual por 

interferir no aumento de corticosterona. Esse trabalho evidencia que a manutenção da 

microbiota intestinal indígena é importante para conter ou até mesmo prevenir o efeito 

colateral de quimioterápicos sobre a mucosa intestinal.  Estratégias, como o uso de 

probióticos e prebióticos, apresentam potencial promissor na prevenção ou até mesmo 

terapia da mucosite intestinal.  



  

95 
 

 

Figura 27: Representação esquemática dos eventos envolvidos na proteção e exacerbação 

da mucosite induzida por 5-FU na ausência e presença da microbiota, respectivamente.  

Resumidamente, (A) o tratamento com o quimioterápico 5-FU lesa as células basais do 
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intestino. Na ausência da microbiota não ocorre inflamação devido a maior concentração de 

corticosterona basal presente nos animais isentos de germes. (B) Na presença da microbiota 

a lesão as células basais resulta no aumento da liberação de citocinas (IL-1β, CXCL1, 

CCL11 e CCL24) e no influxo de neutrófilos e eosinófilos para o intestino. Nesse contexto 

ocorre aumento de Enterobactérias e E. coli. Essa disbiose pode inibir o aumento de 

corticosterona e assim exacerbar a o dano tecidual induzido pelo quimioterápico. (C) A 

prevenção do aumento de enterobactérias reduz a inflamação intestinal e o dano tecidual 

por aumentar a concentração de corticosterona (?). (A caixa pontilhada representa 

parâmetros não alterados em relação grupo controle).  
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