UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Microbiologia

Zélia Menezes Garcia

“PAPEL DA MICROBIOTA NO DESENVOLVIMENTO DA MUCOSITE INTESTINAL

INDUZIDA PELO QUIMIOTERAPICO 5-FLUOROURACIL (5-FU)”

Belo Horizonte

Fevereiro, 2015



Zélia Menezes Garcia

“PAPEL DA MICROBIOTA NO DESENVOLVIMENTO DA MUCOSITE INTESTINAL

INDUZIDA PELO QUIMIOTERAPICO 5-FLUOROURACIL (5-FU)”

Tese apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Microbiologia, do Instituto
de Ciéncias Biologicas, da Universidade
Federal de Minas Gerais como requisito
parcial para a obtencao do titulo de doutor
em Ciéncias: Microbiologia.

Orientadora: Profa. Dra. Danielle da Gléria de Souza
(depto de microbiologia, ICB/UFMG)

Co-orientador: Caio Tavares Fagundes
(depto de microbiologia, ICB/UFMG)

Co-orientador: Mauro Martins Teixeira
(depto de bioquimica e imunologia, ICB/UFMG)

UFMG
Belo Horizonte

Fevereiro, 2015



043

Garcia, Zélia Menezes.

Papel da microbiota no desenvolvimento da mucosite intestinal induzida pelo
quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) [manuscrito] / Zélia Menezes Garcia.
—2015.

110f. :il.; 29,5 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Danielle da Gléria de Souza. Coorientadores: Caio Tavares
Fagundes e Mauro Martins Teixeira.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas. Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia.

1. Microbiologia. 2. Mucosite. 3. Trato Gastrointestinal. 4. Microbiota. 5. Fluorouracil.

6. Intestino Delgado. I. Souza, Danielle da Gloria de. 1. Fagundes, Caio Tavares. Il1.
Teixeira, Mauro Martins. IV. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias
Bioldgicas. V. Titulo.

CDU: 579

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecéria Rosilene Moreira Coelho de Sa — CRB 6 - 2726







Dedicatoria
Dedico essa tese ao pequenino Rubem, maior amor e inspira¢cdo da minha vida. Ao
meu esposo Davi, cimplice desta conquista. A minha mée Ester e irmaos Anselmo e

Elmo meus fiéis companheiros e apoiadores.



“De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estava sempre comecando...

A certeza de que era preciso continuar...

A certeza de que seria interrompida antes de terminar.”

Fernando Sabino



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos os que direta ou indiretamente contribuiram para a
elaboracdo desse trabalho. Uma das coisas mais importante que aprende durante esses anos
no meio cientifico, foi que ciéncia ndo se faz sozinha. “Se vi mais longe foi porque me
apoiei nos ombros de gigantes.” 1saac Newton. Desta forma, eventualmente, nem todos 0s
nomes dos que contribuiram com esse trabalho védo aparecer aqui, peco desculpas e deixo
claro que esse trabalho foi resultado de uma equipe incrivel, da qual tenho muito prazer de
participar.

Primeiramente, agradeco a minha orientadora, Profa. Dra. Danielle da Gloria de
Souza, pela excelente orientacdo, plena de competéncia e profissionalismo, imprescindivel
na minha formacéo cientifica e, sobretudo pela confianca, amizade e principalmente pelos
bons conselnos em momento tdo indecisos da minha vida. E ainda agradeco a sua
compreensdo e carinho em momentos criticos durante esses 6 anos de convivéncia.

Agradeco ao meu co-orientador, Dr. Caio Tavares Fagundes, pela tambem excelente
orientacdo, valiosas discussdes, pelas dicas, 0s artigos e muito mais. Em especial por ouvir
0 penso, e discutir essas ideias.

Agradeco ao Prof. Dr. Mauro Martins, pela acolhida, carinho, convivio e discussdes
importantes e essenciais para a execucao dessa tese.

Agradeco as minhas queridas amigas, Raquel e Renata que tornaram minha vida tdo
prazerosa no laboratorio. Senti-me muito mais do que feliz por dividir esses anos com
vocés. Vocés sempre estiveram presentes comigo, fosse a bancada, no delineamento do
experimento, nos complicados célculos de molaridade e concentragdo, na troca de caixas de
animais, no fluxo fazendo o “limpo” e “sujo”. E mais do que isso, dividimos juntas os
medos, as ansiedades e frustacfes, bem como as alegrias, as conquistas e 0s anseios da
nossa vida. Resumindo é e foi bom demais estar com vocés.... “Feliz aquele que encontra

um amigo”

vi



Agradeco a pequena Camila, pela amizade, ajuda e apoio sempre. Sua companhia e
ajudar foram essenciais para essa tese.

Agradeco ao Rafael Barros de forma muito especial por me direcionar na conducao
dessa tese, pelas preciosas discussdes cientificas e pelas dicas de microbiologia. Seu apoio
foi essencial para esse trabalho.

Agradeco ao Leo Acurcio pelo apoio, imprescindivel ajuda e ensinamento na
execucdo dos experimentos de cultura de bactérias. Ao prof. Jacques Nicoli pela
disponibilizagdo das bacteérias e discussdes.

Agradeco ao Laborat6rio Nucleo de Estudo em Inflamacéo e a Inés por gentilmente
ndo permitir utilizar os equipamentos de histologia.

Agradeco ao Flavio e ao Leandro pela ajuda na obtencéo dos dados de carragenina e
discussoes.

Agradeco a Alana, a Natalia pela ajuda na execucdo desse trabalho.

Agradeco a Luana e ao Celso pela ajuda na obtencdo dos resultados de histologia.
Ao Talles pelos primeiros ensinamentos no cuidado com os animais germ free.

Agradeco a Ana Carol por me ajudar e ensinar a obter os resultados de PCR.

Agradeco a Gil e a Frank, pelo companheirismo e pela amizade. A Ilma e & Tania
por possibilitar um ambiente de trabalho adequado e por toda a ajuda diaria.

Agradeco a todos os colegas do Laboratério de Imunofarmacologia, por estarem
sempre pronto a ajudar e tornar o laboratério um 6timo lugar para se trabalhar.

Agradeco a Paty Campi, ao Lucas, ao Thiago, a Vivi, a Livia Tavares e Livia
Resende, a Lud, a Mila, a Silvinha, ao Daniel e a TODOS os companheiros do Laboratério
de Interacdo Microrganismo Hospedeiro. Todos os dias eu tenho prazer em ir para o
laboratdrio, pois sei que vou encontrar pessoas alegres e amaveis que tornam 0 Nnosso
laboratdrio um étimo lugar de se trabalhar.

Agradeco a todos os amigos e colegas do programa da poOs-graduagcdo em

Microbiologia pela agradavel convivéncia durante as disciplinas.

vii



Agradego aos pesquisadores por aceitarem participar da banca e possibilitarem o
meu crescimento e aprimoramento.

Agradeco a Capes, CNPg e FAPEMIG pelo suporte financeiro.

Agradeco aos amigos “externos” e familiares por proporcionarem momento de
lazer, descontracdao, companheirismo e apoio.

Agradeco a Profa. Dra. Adaliene Versiani Matos Ferreira, a Dada. Sou imensamente
grata a vocé. Se hoje estou aqui terminando esse trabalho é porque vocé sempre me apoia e
acreditou em mim mesmo quando trocava reagente e estragava todo 0 seu experimento.
Agradeco pelos conhecimentos transmitidos, pela troca de ideias, amizade adquirida, por
ajudar-me a pensar como uma “cientista” e me levar sempre com vocé.

Agradeco as amigas do Laboratdrio de Metabolismo Celular, Laura e Erica pelos
primeiros ensinamentos cientificos, pela confianca e amizade. Gosto muito de vocés. Em
especial gostaria de agradecer a Erica pelo constante apoio e ajuda.

Agradeco a Profa. Dra. Leida Botion, por dar a oportunidade de entrar no mundo
cientifico.

Agradeco ao Dr. Milton Afonso por cuidar de mim quando ainda pequena, pagar
meus estudos e me permitir sonho com um futuro melhor. Agrade¢co ao Lar de Meninas
Ellen G. White, local em que estive e onde aprendi que a vida podia ser melhor quando
pagamos o preco pelos nossos sonhos.

Agradeco a Deus, a razdo primaria de tanto ter a agradecer.

viii



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS:

5-FU - 5-fluorouracil

AB-A - Animais adultos tratados com antibiéticos

AB-C - Animais tratados com antibidticos controle
AB-5-FU - Animais tratados com antibi6tico e 5-FU
ANXA-1- anexina-1

BBE — meio de cultura: bacterdides bile esculina

BHI — meio de cultura (brain heart infusion)

C — Controle

CCL11 — quimiocina ligadora de motivo C-C 11 (eotaxina)
CCL24 - quimiocina ligadora de motivo C-C 24 (eotaxina-2)
CLRs — receptor do tipo lecitina

CPT-11 — irinotecano

CV-C — animais convencionais tratados com veiculo
CV-5-FU — animais convencionais tratados com quimioterapico 5-FU
CXCL1(KC) — quimiocina ligadora de motivo C-X-C 1 (keratinocyte chemoquine;)
DHFU - dihidroflourouracil

DNA — &cido desoxirribonucleico

dNTP — desoxinucleotideo

DPD - enzima dihidropirimidina desidrogenase

dTMP - desoxitimidina monofosfato

dUMP - desoxiuridina monofosfato

dUTP - desoxiuridina trifosfato

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

EPO - peroxidase eosinofilica



FAUMP - fluorodesoxiuridina monofosfato

FAUTP - fluorodesoxiuridina trifosfato

FUTP - fluorouridina trifosfato

GALT- tecido linféide associado a mucosa gastrointestinal

GCs - glicocorticoides

GF-C — animais isentos de germes tratados com veiculo

GF-5-FU — animais isentos de germes tratados com o quimioterapico 5-FU
GR - receptor de glicocorticoide

IgA - imunoglobulina A

1gG- imunoglobulina G

IKK- quinase inibidora de kB

H&E- Hematoxilina e eosina

IL-1p- interleucina 1

IL-10- interleucina 10

IL-18 - interleucina 18

IL-33 - interleucina 33

IBDs — doencas inflamatdrias intestinais (inflammatory bowel diseases)
LPS- lipopolissacarideo

LXA4 - lipoxina A4

MAMPS - receptores de padr6es moleculares conservados associados a micrébios
MPO — mieloperoxidase

MRNA - &cido ribonucleico mensageiro

MRS - meio de cultura: De Man, Rogosa e Sharpe

NF-kB- fator nuclear xappa B

NOD- dominio de oligomerizacéo ligado ao nucleotideo



P53- proteina 53

PBS — tampéo fosfato-salino

PCR —reacdo em cadeia da polimerase

PAF - fator de ativacdo plaquetaria

PPARy- receptor ativado pelo proliferador de peroxissomo gama
PPR - receptores de reconhecimento a patdgenos

RNA — &cido ribonucleico

ROS — espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species)
RNS — espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species)
rRNA - &cido ribonucleico ribossémico

RU468 — Mifepristone - antagonista do receptor de glicocorticoide
SEM — média do erro padrdo

TLRs - toll like receptors

TNFa- fator de necrose tumoral alfa

TS — timidilato sintase

UFCs — unidades formadoras de colbnia

xi



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...ttt e e e et e e e e e e e e eanes 3
LISTA DE TABELAS . ...ttt et e e 6
RESUMO ...t e et e e e e et e e e e e bt e e e e e eabae e e e saateeeeeabteeeeeanees 7
A B ST RA CT et a e e e nnes 7
1. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA ..ottt ettt 9
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt enes s 11
2.1 IMUCOSITE INEESEINGL ...e.vevieeienieiecieie sttt et e et e s aesbesee e st e st e s ensessessesneeneeneenean 11
2.2 O quimioterapico 5-FIUOroUraCil (5-FU).......cciiriirinicirerieenieneete ettt ene 14
2.3 A INFIaMAGED NA MUCOSITE .......eeviieiiitertce ettt sttt b ettt be st et ebe et b 18
2.4 Microbiota intestinal € Resposta inflamatoria...........c.ccvevveveiiiiiieieieee e 20
2.5 MICIODIOTA 8 MUCOSITE ...ttt sttt ettt s be bt bt et e b et b e b saeebeeaeenean 31
3. OBUIETIVOS ... et e et e e e st e e e e e e eatee e e e ennaeeas 35
3.1 ODJELIVO GEIAL: ...ttt sttt st b e st b e st b et b e bt be st be et be et b 35
3.2 ODJELIVOS ESPECITICOS: .ttt st b e sttt b e st sa et s e et ebesaene et 35
4. MATERIAIS E METODOS .....oooiiiieeeeeeeeeeee ettt 38
AL ANIIMIGIS ..ottt ettt ettt b e bbbt b e s et bt b et bt b et eb e bt b bbbt h bbb b ene e b e b eneenn 38
£.2 DIOQAS .uveeueeeueereeenteeieenteeutestesseesseesseeseasesseesseanseenseensesssesasesaeesseenseensesasesssenseenseenseensesntesneesaeesseenseenteens 39
4.3 Inducdo de mucosite intestinal eXPerimENtal .........c.ccvreririieeieeee et 39
4.4 Avaliacdo do comprimento do intestino e graduag&o clinica da doenga .........cecveveveerereveserveeeeennn 39
o o 11 (0] (oo - RSP SRSTP 40
4.6 Contagem total de IBUCOCITOS .......ccveiueiiieiiiiicieeet ettt sttt eabe b e besresbeereessensensas 41
4.7 Analise do iNdice de NEMALOCTITO ......cveveiriiieeirieieerieecre ettt s ssesseneeeas 41
4. 8 Ensaio de MPO para quantificacdo de influxo de neutrofilos ..........cccovveeveeirieieresee e 41
4. 9 Ensaio de EPO para quantificagdo de influxo de e0SiNOfiloS..........ccvvvvivieineeieieree e 42
4.10 Extracdo de CitoCinas dO INTESHING .......ecveveeeieieieiere ettt a st sa e tesneeseeneenes 42
4.11 Determinagdo da concentracdo de Citocinas Por ELISA .......ocvoveievevisieseeeeeeeese e 43
4.12 Avaliacdo da expressdo do mRNA de il-10 € aneXina-1.........cccceererereneneneneeieiesese e 44
4.13 Deplecao da microbiota por coquetel de antiDiGtiCOS............ccvverveiriirieirinieirerecsee e 44
4.14 Reposicdo da microbiota total em animais iSentos de gErMES........eoererererereeieiereere e 45
4.15 Avaliacdo da composicao da microbiota intestinal ............ccoceeieieiiiinini e 45
4.16 Tratamento com os antibi6ticos Ciprofloxacino, Metronidazol e Vancomicina.........c.cceeeeevvvevennnenn 46
A O [0 g1 o o T =tS] o L= ot T TSI 46
4.18 Modelo de hipernocicepcao inflamatdria induzida por carragening...........ceeeeeevereerereseseseeseeseenens 46
4.19 Tratamento com dexametasona € RUABB ...........coouiriieririnieieeie ettt s 47
4.20 Dosagem de cOrticOSterona PIASMALICA ........eevververerrereeririeieeseseeestetereseaeessessesessesesessesesessesesessn 47
4,21 ANALISE ESTALISTICA ..e.vevveviveeeerisieietisieeeistet et sttt ettt st esa et s b e s e s e s tessesessensesessensesessensesessensesesen 48
5. RESULTADOS.... .ottt ettt e et be e e e be e e anes 49
5.1 A dose de 450 mg/kg de 5-fluorouracil induziu grave dano intestinal ............ccoceeevevvevenienesceneeieenn, 49



6.

7.

5.2 A auséncia da microbiota esta associada com reducdo da lesdo e da inflamacao intestinal induzida pelo

QUIMIOTEIAPICO 5-FU. ..ottt ettt bbbt b et skt b bt be s e bene e 53
5.3 Escherichia coli exacerba o dano intestinal induzido pelo quimioterapico 5-FU .........cccccvveeinreenne 69
5.4 A corticosterona é importante para a hiporresponsividade inflamatoria dos animais GF .................... 79
DISCUSSAD ...ttt 83
REFERENCIA ...t 97



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Fases de desenvolvimento da mucosite.

Figura 2: Representagdo estrutural das bases pirimidinas uracila, timina e do 5-
fluorouracil, uma analogo fluorado das bases pirimidinas.

Figura 3: Esquema representativo dos mecanismos antineoplasicos do 5-fluorouracil.
Figura 4: Representacdo da microbiota por filo em diferentes segmentos do trato
gastrointestinal.

Figura 5: A microbiota indigena induz resposta imune tolerante e conferi varios beneficios
para 0 hospedeiro enquanto a microbiota disbiotica esta associada ao desenvolvimento de
varias doencas.

Figura 6: Avaliacdo do fenotipo de camundongos convencionais submetidos a teste de
dose resposta do quimioterapico 5-fluorouracil.

Figura 7: Cortes histologicos do duodeno de camundongos controle e com mucosite.
Figura 8: Curva percentual de sobrevivéncia dos camundongos convencionais ap6s 3 dias
de tratamento com 450 mg/kg de 5-fluorouracil.

Figura 9: Auséncia de microbiota esta associada a diminuicdo da resposta inflamatdria
apos administracdo do quimioterapico 5-FU.

Figura 10: Representacdo histologica e graduagdo histopatologica do jejuno de
camundongos convencionais (CV) ou isentos de germes (GF) controle (C) ou tratados com
0 quimioterapico (5-FU).

Figura 11: Percentagem de sobrevivéncia apds administragdo de 5-FU a animais
convencionais (CV) e isentos de germes (GF)

Figura 12: Expressdo do mRNA de anexinal (A) e de il-10 (B)



Figura 13: A prevencéo da colonizagdo de camundongos neonatos pelo microbiota resultou
em diminuicdo da inflamacdo e da lesdo tecidual induzido pelo quimioterdpico 5-FU.
Figura 14: Representacdo histologica (A) e graduacdo histopatolégica (B) do intestino de
camundongos convencionais (CV), isentos de germes (GF) e CV tratados desde o
nascimento com coquetel de antibidticos (AB) controle (C) ou tratados com o
quimioterapico (5-FU).

Figura 15: Avaliacdo fenotipica dos camundongos convencionais adultos tratados com
coquetel de antibidticos (AB-A) por 30 dias e injetados com o quimioterapico 5-FU.

Figura 16: Cortes histolégicos do duodeno de camundongos tratados com 5-FU
convencionais (CV) e adultos pré-tratados com antibioticos (AB).

Figura 17: Fendtipo dos animais GF convencionalizados (CV—GF) com fezes de
camundongos convencionais por 30 dias e tratados com o quimioterapico 5-FU.

Figura 18: Cortes histoldgicos do duodeno de camundongos GF convencionalizados
controle tratados com o 5-FU e graduagdo histopatologica.

Figura 19: Perfil bacteriano presente nas fezes de camundongos convencionais tratados
com o quimioterapico 5-FU.

Figura 20: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e dos antibiéticos ciprofloxacino
(cipro), metronidazol (metro) e vancomicina (vanco).

Figura 21: Avaliagdo do fenétipo de animais GF monocolonizados com E. coli e B. fragilis
e tratados com 5-FU para indugdo da mucosite intestinal.

Figura 22: Cortes histolégicos do duodeno de camundongos CV (A), GF (B) e GF
monocolonizados com E. coli (C) e B. fragilis (D) e tratados com quimioterapico 5-FU.
Figura 23: Analise de pardmetros inflamatorios 3h apds injecdo de carragenina em
camundongos GF monocolonizados com B. fragilis e E. coli.

Figura 24: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e dexametasona (dexa).



Figura 25: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e do RU486.

Figura 26: Efeito da monocolonizacdo sobre a concentragdo plasmaticos de corticosterona
apos tratamento com o quimioterapico 5-FU.

Figura 27: Representacdo esquematica dos eventos envolvidos na protecdo e exacerbacao

da mucosite induzida por 5-FU na auséncia e presenca da microbiota, respectivamente.



LISTADE TABELAS

Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores para IL-10 e anexina 1 usados no gPCR.

Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores de rDNA do gene 16S usados no gPCR.



RESUMO

A mucosite induzida no trato gastrointestinal pelo tratamento antineoplasico
constitui um importante, dose limitante e dispendioso efeito colateral da quimioterapia e
radioterapia, podendo acarretar na interrupcdo e/ou postergacdo do tratamento. A
microbiota presente no trato gastrointestinal esta envolvida em varias doencgas inflamatorias
intestinais, entretanto ndo 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 quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU). O tratamento com 5-FU em animais
convencionais (CV) resultou em inflamacéo e dano intestinal. A fim de avaliar o papel da
microbiota na mucosite utilizamos animais isentos de germes (GF) e tratados com coquetel
de antibidticos para a deplecdo da microbiota (AB). A auséncia da microbiota, em ambos
modelos, foi associada a menor inflamacdo e preservacdo do tecido intestinal apos
tratamento com 5-FU. O dano tecidual induzido pelo 5-FU nos animais CV foi associado
ao aumento do nimero de enterobactérias e de Escherichia coli nas fezes. A prevencdo do
aumento de enterobactérias, através do tratamento com ciprofloxacino, preveniu o dano
tecidual induzido pelo 5-FU nos animais CV. A colonizacdo dos animais GF com a
microbiota total ou a monocoloniza¢do com E. coli foram eficientes em reverter o fen6tipo
protetor desses animais ap0s tratamento com 5-FU e promover a inflamacdo e dano
tecidual. Animais GF apresentam aumento da concentracdo basal de corticosterona e a
monocolonizagdo com E. coli reduziu a concentragdo desse horménio durante a mucosite.
Nossos dados demonstram que auséncia da microbiota protege os animais dos danos
induzidos pelo 5-FU. Em animais convencionais 0 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 quimioterapico.



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.



1. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A mucosite € um dos efeitos colaterais mais indesejados dos tratamentos
antineoplasicos por quimioterapicos e/ou radioterdpicos. Essa condicdo é caracterizada
tanto por inflamacdo quanto pela perda de células da barreira epitelial do trato
gastrointestinal. Clinicamente a mucosite esta associada a varios sintomas como dor
abdominal intensa, nduseas, sangramento, diarreia grave e inani¢do, podendo acarretar na
diminuicao ou interrupcdo do tratamento antitumoral. Todas essas complicagdes resultam
em maior periodo de hospitalizacdo, aumento do custo para o sistema de saude e
mortalidade.

A mucosite ocorre numa regido colonizada por um nudmero astrondmico de
microrganismos comensais e mutualisticos. Esses microrganismos formam uma complexa
comunidade denominada de microbiota indigena. No trato gastrointestinal ocorre uma
interacdo dindmica entre o0 hospedeiro e componentes da microbiota indigena. A microbiota
contribui de forma proeminente para varios processos fisioldgicos do hospedeiro, tais como
resisténcia a colonizacdo oportunista ou microrganismos patogénicos, captacdo de
nutrientes e imunomodulacdo. A microbiota indigena representa um importante sinal para a
maturacdo do sistema imune, como o desenvolvimento da funcdo imune das células
epiteliais, maturacdo dos tecidos linfoides associados ao intestino (GALTS), recrutamento
de células secretoras de IgA e ativacdo de células T na mucosa. Por outro, alteragdes na
composicdo da microbiota indigena, denominada dishiose, estdo envolvidas no
desenvolvimento de diversas doengas inflamatdrias intestinais (IBDs -
Inflammatory Bowel Diseases), tais como colite, doenca Crohn e doenca celiaca. Em
relacdo a mucosite também ha relatos da ocorréncia de alteracdo na composi¢do da

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



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 avaliagdo direta de taxa
microbianos, bem como, do papel da microbiota no desenvolvimento da mucosite,

principalmente a intestinal, ainda precisam ser elucidados.

10



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mucosite intestinal

A mucosite € um dos principais efeitos colaterais decorrentes dos tratamentos
antineoplasicos com quimioterdpicos e radioterdpicos. Patologicamente, a mucosite é
caracterizada tanto pela inflamagdo quanto pela perda de células da barreira epitelial do
trato gastrointestinal, se estendendo da regido da boca até o anus (van Vliet et al., 2010). A
ocorréncia de mucosite é extremamente comum, acometendo aproximadamente 40% dos
pacientes apds tratamento com doses padrdo de quimioterapia e em quase todos 0s
pacientes submetidos a altas doses de quimioterapicos (Blijlevens et al., 2000; Sonis,
2004). Historicamente, as pesquisas tém focado na mucosite oral. Apenas mais
recentemente os sintomas e a patofisiologia da mucosite intestinal passaram a ser
estudadaos pela comunidade cientifica (van Vliet et al., 2010).

Embora ndo haja nenhum dado confidvel da incidéncia de mucosite intestinal
(Barzal et al., 2014), quase todos o0s pacientes recipientes de transplantes sdo afetados em
alguma extensdo e desenvolvem manifestacdes clinicas da mucosite intestinal que incluem
nauseas, vémitos, dor abdominal intensa, diarreia grave acompanhada de perda visivel de
sangue e/ou muco (Blijlevens et al., 2005; Lutgens et al., 2005). Como consequéncia desse
processo pode-se citar alteracdes no transporte transepitelial, mudancas na fungdo da
barreira intestinal e disfuncdo da motilidade resultando em prejuizo da absorcdo de
nutrientes (Butler, 2000). A mucosite intestinal ainda pode ser associada a bacteremia,
ulceragdes, desnutricdo, aumento da prescricdo de nutricdo parenteral e de analgésicos
resultando em reducéo da qualidade de vida do paciente. Todas essas complicacdes levam a
um maior periodo de hospitalizagdo e aumento do custo para o sistema de saide. Além
disso, a mucosite frequentemente resulta em reducdo da dosagem de quimioterapicos e/ou

postergacdo do tratamento, e constitui uma das principais causas de morbidade e
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mortalidade para muitos dos pacientes que estdo em tratamento para o cancer (Sonis et al.,
2001).

O uso de drogas antitumorais visa primariamente destruir as células neoplasicas.
Entretanto, atualmente, as drogas utilizadas na quimioterapia e a radioterapia s&o
extremamente inespecificas, e agem tanto nas células neoplésicas quanto nas outras células
integras do organismo, levando a vérios efeitos colaterais indesejados, como mucosite,
leucopenia e neutropenia (Ikuno et al., 1995). A maioria das drogas antineoplasicas age em
diferentes fases do processo de diviséo celular, interferindo na duplicagédo do DNA (Lake &
Robinson, 2005). Os efeitos colaterais desses tratamentos ocorrem principalmente nas
células do organismo que apresentam alta taxa mitética, como as células epiteliais, que séo
continuamente renovadas ao longo do trato gastrointestinal (Lheureux & Moulec, 2011) e
nas células hematopoiéticas (Ikuno et al., 1995). O epitélio intestinal € composto de quatro
linhagens de células originadas continuamente de células-tronco progenitoras pluripotentes
presente na cripta: os enterécitos de absorcdo, que sdo a maioria das células epiteliais; as
células caliciformes, produtoras de muco; as células enteroenddcrinas, produtoras de
hormonios; e as células de Paneth, produtoras de peptideos antimicrobianos (Artis, 2008;
Hooper & Macpherson, 2010). A morte das células basais resulta na falha da reposi¢do
compensatdria das células diferenciadas do epitélio intestinal resultante da esfoliacdo
natural das mesmas (Barzal et al., 2014).

O dano ao DNA provocado pelo uso de quimioterapicos induz varios dos fatores
que contribuem para a patogénese da mucosite, incluindo a maior secrecdo de citocinas
inflamatorias, aumento da apoptose das células epiteliais, alteragdo 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

(iniciacdo), a quimioterapia danifica 0 DNA, o que afeta as células progenitoras da cripta, e
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induz a formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). Isso
resulta em morte celular, perda da barreira epitelial, ativacdo e influxo de células
inflamatorias e aumento na producdo de mediadores inflamatoérios. Na segunda fase, ocorre
aumento do processo de apoptose e perda progressiva de células da cripta e da superficie de
absorcdo. Na terceira fase, ou fase de ablagdo, ocorrem alteragdes estruturais das criptas e
ulceracdo. Isso pode resultar em invasdo pela microbiota indigena presente no limen do
trato gastrointestinal e exacerbacdo do processo inflamatorio; a ultima fase é a de
recuperacdo, na qual, apds cessar a aplicacdo do quimioterapico, ocorre a restauracdo das
criptas, estruturacdo e funcionalizacdo dos vilos e recuperagdo das superficies absortivas do
intestino. Esse processo € direcionado por sinais oriundos das células mesenquimais e da

matriz extracelular (Ducan & Grant, 2003).

Epitélio Inicio Amplificacdo Ulceragiio Recuperagio

normal
Radiacio

Resposta
inata ao dano

Epitélio

Sub-
mucosa

Quimioterapico
Figura 1: Fases de desenvolvimento da mucosite. A mucosite, induzida por radioterapicos
e quimioterapicos, € iniciada por dano direto ao DNA de células epiteliais basais resultado
na sua morte. Em resposta ao dano tecidual ocorre geracao de especies reativas de oxigénio
e ativacdo do fator de transcrigdo nuclear kB (NF-kB) no endotélio, fibroblastos e epitélio.

Nesse contexto ocorre a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, o que acentua a leséo
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tecidual. Essas moléculas amplificam o efeito inicial dos agentes antineoplésicos. O dano as
celulas basais resulta na perda da capacidade de renovacdo das células epiteliais. Em
consequéncia ocorre perda da integridade do epitélio levando a erosdo e ulceracdo do
mesmo. As bactérias presentes no limen passam entram em contato com a ldmina propria e
amplificam a resposta inflamatoria. Em muitos casos, ap6s cessar a administragdo do
quimioterapico, ocorre a recuperacdo 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 quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU)

Vérios quimioterapicos induzem mucosite intestinal em roedores, como 0 5-
fluorouracil (5-FU), doxorrubicina e o irinotecano (CPT-11). O 5-FU é extensamente
utilizado na clinica no tratamento de varios canceres, como o gastrointestinal, de mama, de
cabeca e pescoco (Longley et al., 2003). O uso do 5-FU na clinica tem evidenciado que a
resposta a esse quimioterapico varia muito entre 0s pacientes. Alguns pacientes
desenvolvem poucos efeitos colaterais, enquanto outras apresentam varios, que podem
levar a descontinuidade da terapia antineoplasica. Além da mucosite, o 5-FU também causa
mielossupressdo, dermatites, alopécia e toxicidade cardiaca, ocular, hepética e neuroldgica
(Gradishar & Vokes, 1990). Dentre os efeitos adversos do 5-FU, a mucosite gastrointestinal
é uma das principais complicacdes e afeta aproximadamente 80% dos pacientes em
tratamento resultando em sangramento e dor abdominal, nauseas e diarreia (Sonis et al.,
2004).

Vaérios fatores e genes contribuem para a ocorréncia da mucosite induzida pelo 5-FU
(Chang et al., 2012). Por exemplo, 0 aumento da apoptose e a diminui¢do da celularidade

pelo 5-FU causam mudancas histoldgicas intestinais (Pritchard et al., 1998). A formacéo de
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ROS e a producédo de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-1p ¢ TNFa, levam a danos na
mucosa (Sonis et al., 2004; Leitdo et al., 2007; Logan et al., 2007). Adicionalmente, a
producdo do fator de ativacdo plaquetaria (PAF) participa da patogénese da mucosite
(Soares et al., 2011).

O 5-FU é uma droga antimetabdlica pertencente a classe dos farmacos analogos a
pirimidina com um atomo de fltor na posi¢édo C-5 em substituicdo ao atomo de hidrogénio
ou ao grupo metil (Figura 2). Os antimetabdlicos agem inibindo a sintese de
macromoléculas, como DNA e RNA, ou se incorporando a essas moléculas. A acdo do 5-
FU ¢é interrompida pela sua conversdo a dihidroflourouracil (DHFU) mediada pela enzima
dihidropirimidina desidrogenase (DPD). Mais de 80% do 5-FU administrado é
normalmente catabolizado no figado durante a primeira passagem, onde a DPD é mais
abundantemente expressa (Diasio & Harris, 1989). Devido a essa rapida metabolizacdo, a

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

0 0 0
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Uracil Timina 5-Fluorouracila

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

fluorouracil, uma analogo 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 acdo do 5-FU é mediada por varios
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metabdlitos ativos gerados intracelularmente: fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP),
fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). Esses metabolitos
atuam de duas maneiras: (i) inibindo a atividade da enzima timidilato sintase (TS) e
consequentemente diminuindo a producdo de desoxitimidina e levando ao acumulo do
desoxiuridina; (ii) sendo incorporado ao DNA e/ou RNA da célula, impedindo seu
funcionamento normal e induzindo a apoptose celular via ativacdo da p53 (Figura 3)

(Longley et al., 2003; Savva-Bordalo et al., 2010).
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Figura 3: Esquema representativo dos mecanismos antineoplasicos do 5-fluorouracil (5-
FU). O 5-FU pode induzir a morte celular via a ativacdo da p53 por mais de um
mecanismo: incorporacdo de fluorouridina trifosfato (FUTP) ao RNA, incorporacdo de
fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) ao DNA e inibicao da timidilato sintase (TS) devido
a ligacdo estavel com a fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP). Essa inibicéo resulta no
desbalanco de desoxinucleotideos (dNTP) e aumento de desoxiuridina (dUTP). Figura

modificada de Longley et al., 2003.
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A enzima timidilato sintase catalisa a metilacdo do desoxiuridina monofosfato
(dUMP) a desoxitimidina monofosfato (dTMP) mediante a reducdo do folato 5,10
metilenotetrahidrofolato (CH.THF), como doador de metil. Essa reagdo € a Unica fonte de
novo de timidilato necessario para o reparo e sintese de DNA. A enzima timidilato sintase
funciona como um dimero e ambas as subunidades apresentam sitios de ligacdo para a
dUMP e para o folato. O metabdlito do 5-FU, FAUMP, se liga ao sitio de ligagdo do dUMP,
formando um complexo ternario estavel com a enzima e o folato, impedindo assim a
ligagdo do dUMP e consequentemente a sintese de dTMP (Sommer & Santi, 1974; Santi et
al., 1974).

A deplecdo de dTMP gerada pelo 5-FU resulta em diminuicdo da producdo do
nucleotideo desoxitimina trifosfato e alteracdo da concentracdo de outros nucleotideos
devido a mecanismos de retroalimentacdo. Esse desequilibrio nas concentracdes dos
nucleotideos promove grave dano a sintese e ao reparo do DNA (Houghton et al., 1995).
Além disso, a inibi¢do da enzima timidilato sintase promove acimulo de dUTP, que pode
ser incorretamente incorporado ao DNA juntamente com metabolitos do 5-FU (Mitrovski et
al., 1994) podendo resultar na quebra da fita de DNA e morte celular.

O metabdlito do 5-FU, FUTP, é extensivamente incorporado ao RNA alterando seu
funcionamento e processamento, resultado em toxicidade para 0 RNA em diversos niveis.
Essa toxicidade ocorre ndo apenas no pré-processamento do pré-RNA a RNA maduro, mas
também no processamento pds-transcricional do rRNA e mRNA (Longley et al., 2003).

O dano celular induzido pelo 5-FU esta associado a intensa resposta inflamatoria na

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

A inflamacéo é um componente proeminente no dano causado a mucosa durante 0s
tratamentos antineoplasicos, como pode ser observado no modelo de 4 fases de
desenvolvimento da mucosite (Duncan & Grant, 2003) (Figura 1). Nesse contexto, alguns
pesquisadores tém sugerido que o fator de transcrigdo nuclear NF-xB tem papel central no
desencadeamento de varias vias de sinalizagdo pro-inflamatdrias, como na sintese de
citocinas (Sonis et al., 2004; Logan et al., 2007; Chang et al., 2012). Tanto o tratamento
quimioterapico quanto o radioterdpico sdo capazes de ativar NF-kB nas células epiteliais,
mesenquimais, endoteliais e em macrdfagos (Sonis, 2004). Logan e colaboradores (2007)
demonstraram que o aumento da expressdo de NF-xkB precede o pico das citocinas pro-
inflamatorias TNFa, IL-1 e IL-6 na mucosite oral e intestinal induzida por
quimioterapicos. Em outro estudo, camundongos tratados com um inibidor de NF-xB
apresentaram menor dano tecidual, diminuigdo da concentracdo de IL-1p ¢ do acimulo de
neutréfilos no intestino, além de menor dano tecidual apds administracdo de 5-FU (Chang
et al., 2012). Esses achados reforcam a hipétese de que a ativacdo de NF-kB é um elemento
central para a inflamacéo da mucosa induzida por quimioterapia e radioterapia.

Recentemente, tem sido demonstrado a participacdo de algumas citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias na patogénese da mucosite, como TNFa, IL-1pB, IL-6,
CXCL1 e IL-33. A expressdo génica e a concentracdo de TNFa e IL-1B foram
correlacionadas ao dano a mucosa oral e intestinal apos radiagdo (Sonis et al., 2000; Sonis
et al., 2002). As citocinas TNFa, IL-6, CXCL1, IL-1B, IL-18 e IL-33 também foram
associadas ao desenvolvimento de mucosite intestinal induzida por quimioterapicos (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 ativacao
de inflamassoma, um complexo proteico citoplasmatico que regula a maturacdo de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1p e 1L-18, tem papel importante no desenvolvimento
da mucosite intestinal induzida por irinotecano (Arifa et al., 2014). A inibigdo de TNFa, IL-
1 e CXCL1 também resultaram em diminuicdo da patogénese da mucosite induzida por
irinotecano (Melo et al., 2008). Em outro trabalho foi demonstrado que a 1L-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 delecdo do receptor para essa citocina
resultaram em atenuacéo do dano intestinal induzido pelo quimioterapico (Guabiraba et al.,
2014). Esses estudos, em conjunto, confirmam a participacdo das citocinas IL-1p, TNFa,
IL-6, CXCL1 e IL-33 na patogénese da mucosite induzida por quimioterdpicos em
camundongos.

McManus e colaboradores (1993) demonstraram aumento da atividade do fator de
ativacdo plaquetaria (PAF) na saliva de pacientes com mucosite oral induzida por
radioterapia, evidenciado o aumento da concentracdo desse mediador inflamatério durante a
mucosite (McManus et al., 1993). Em outro estudo, Soares e colaboradores demonstraram
atenuacdo do dano a mucosa intestinal apos tratamento com 5-FU em camundongos com
delecdo genética do receptor para PAF ou tratados com antagonista desse receptor (Soares
etal., 2011).

Durante a mucosite ocorre mudanga no balango entre as citocinas anti e pro-
inflamatdrias, pendendo mais para o estado pro-inflamatério. As citocinas anti-
inflamatorias podem inibir diretamente a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios e serem
usados no tratamento da mucosite. A IL-10 é uma das citocinas anti-inflamatorias mais
estudadas na mucosite. De Koning e colaboradores (2006) demonstraram que animais

deficientes para IL-10 apresentam maior perda de peso e lesdo intestinal mais grave apés

19



tratamento com quimioterdpico metotrexato em relacdo 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 protecdo do trato gastrointestinal em modelo animal de mucosite (Zhao
et al., 2004; Han et al., 2005, 2011).

Durante a mucosite é observado infiltrado de leucdcitos na lamina propria com
acumulo de neutréfilos e eosindfilos (Sonis, 2004). Trabalhos mais recentes tém
confirmado que neutréfilos e eosindfilos tém papel importante na patogénese da mucosite
(Guabiraba et al., 2014; Arifa et al., em preparacdo). Guabiraba e colaboradores (2014)
demonstraram que a prevencdo do influxo de neutrofilos para o intestino durante tratamento
com irinotecano resultou em atenuagdo do mucosite induzida por esse quimioterapico em
camundongos. Em relacdo ao eosindfilo, a auséncia do acimulo dessas células no tecido,
seja em animais com deplecdo genética ou tratados com Evasina-4 (proteina que se liga as
quimiocinas CCL11 e CCL5, quimiotatica para eosindfilos) resultou em menor lesdo
intestinal (Arifa et al., em preparacdo). Na fase tardia, € observado acimulo de macr6fagos
na submucosa, principalmente macr6fagos RM3/1, os quais estdo associados com a
resolugdo e reparo do tecido (Handschel et al., 2001; Sonis 2004). A presenca dos
leucdcitos no trato gastrointestinal durante a mucosite pode ser importante para manutengdo
da resposta inflamatéria, uma vez que esse tipo celular produz diversos mediadores
inflamatdrios, que amplificam e mantem a resposta inflamatdria. Além disso, 0s leucdcitos

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

2.4 Microbiota intestinal e Resposta inflamatdria

Como exposto acima, a resposta inflamatdria é importante para o desenvolvimento
da mucosite. A montagem de uma resposta inflamatoria adequada bem como o
desenvolvimento do sistema imune é dependente da colonizagdo bacteriana intestinal

(Souza et al., 2004, 2007; Fagundes et al., 2012).
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Os metazoarios sdo colonizados por uma variedade de microrganismos. A
colonizacgdo desses nichos se inicia apos o nascimento e é influenciada por vérios fatores.
Essa colonizagdo pode ser positiva, como ocorre com muitas bactérias intestinais, ou
negativa, comprometendo a saide do hospedeiro, como ocorre nas doengas infecciosas
(Penna et al, 2008; Medzhitov, 2007). Os efeitos negativos dependem, dentre outros, do
estado imune do hospedeiro, sendo que certos patdgenos afetam apenas individuos
imunossuprimidos.

Cerca de 90% das células presentes no corpo humano sdo microrganismos, muitos
dos quais residentes em comunidades, coletivamente conhecidas como microbiota (Winter
et al., 2013). O intestino é o 6rgdo mais amplamente colonizado, com cerca de 10 a 10%
microrganismos na porcdo terminal. Essa comunidade é composta de pelo menos 500
diferentes espécies bacterianas, muitas das quais ainda s&o ndo cultivaveis (Eckburg et al.,
2005). Os anaerobios obrigatorios compreendem a maior parte da microbiota intestinal em
adultos e utilizam a fermentacdo de polissacarideos complexos para replicar (Mahowald et
al., 2009). Aproximadamente 99% da microbiota gastrointestinal de humanos e de
camundongos e dominada por bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria
e Actinobacteria. Verrucomicrobia e Cianobactéria sdo 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 virus (Guarner, 2012).
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Figura 4: Representacdo da microbiota por filo em diferentes segmentos do trato

gastrointestinal. O tamanho dos circulos representa a diferenga proporcional do nimero de

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

O filo Firmicutes é a divisdo mais numerosa e diversa encontrada no intestino
(Guarner, 2012). E composto por bactérias Gram-positivo com baixo conteido G/C,
principalmente representado por espécies da classe Clostridia em humanos, e pelo género
Lactobacillus em camundongos. O filo Bacteroidetes, o segundo mais numeroso, €
composto por bactérias Gram-negativo representado por varias espécies de Bacteroides,
incluindo Bacteroides thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. fragilis e B. ovatus (Eckburg et al.,

2005). J& as bactérias da divisdo Actinobacteria sdo Gram-positivo e apresentam

22



organizacdo filamentosa e muito ramificada. Espécies do género Bifidobacterium séo
comumente encontradas colonizando o colén de humanos e camundongos (Guarner, 2012).
O filo Proteobacteria é formado por bactérias Gram-negativo. A familia Enterobacteriacea
representada pelos géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, dentre outros,
pertence ao grupo Gamma-Proteobacteria e sdo subdominantes na microbiota, entretanto o
aumento no numero de representantes desse grupo conhecidamente estd associado com
diversas doencas inflamatdrias intestinais (Winter et al., 2013; Winter & Baumler, 2014).

Embora a microbiota dos mamiferos seja composta majoritariamente por apenas
quatro filos existe uma combinacdo particular de predominancia de espécies em um
individuo que é distinto da encontrada em outro (Guarner, 2012). Ha uma consideravel
variagdo na composi¢do da microbiota presente nas fezes de diferentes individuos
(diversidade interindividual) (Eckburg et al., 2005). Em relacdo ao tempo, estudos tém
demonstrado que a microbiota é bastante estavel (estabilidade intraindividual) (Ley et al,
2006b). Essa estabilidade € adquirida apds os 2 anos de vida, em humanos, quando a
colonizacdo intestinal atinge seu climax (Guarner, 2012). Podem existir flutuacOes
transitorias na composi¢do da microbiota do individuo sob certas circunstancias, como
durante doencas diarreicas agudas, terapia antibiética ou intervengdes dietéticas, mas a
microbiota tende a voltar a sua composicao tipica (Ley et al, 2006b). Esse fendbmeno é
chamado de resiliéncia (Guarner, 2012).

A colonizagdo bacteriana intestinal é essencial para muitos dos processos
fisiologicos, tais como, construcdo da barreira epitelial intestinal, desenvolvimento da
motilidade intestinal e aquisi¢do de nutrientes, defesa contra patégenos e desenvolvimento
do sistema imune (Lupp et al., 2007). O desenvolvimento da ultraestrutura intestinal esta
intimamente ligado a microbiota (Guarner, 2012). Animais isentos de germes apresentam

varias alteracbes morfologicas, como modificacdo na formacdo dos microvilos nos
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enterdcitos, reducdo da taxa de renovacdo das células epiteliais e diminui¢do na expressdo
de defencinas e outras proteinas antimicrobianas (Servin, 2004; Abrams et al., 2013). Além
disso, a microbiota contribui para a aquisi¢cdo de nutrientes pelo hospedeiro por aumentar a
eficiéncia digestiva de polissacarideos e sintetizar a vitamina K (Gill et al., 2006; Qin et al.,
2010). A presenca da microbiota é um importante fator de resisténcia a colonizacdo e
crescimento de microrganismos patogénicos. 1sso ocorre devido a competicdo entre esses
microrganismos por espaco, nutrientes (Hooper et al., 2001) e receptores de adesdo (Servin
& Coconnier, 2003). Além disso, a microbiota produz varios metabdlitos inibidores de
crescimento e modula a producdo e acdo de toxinas de microrganismos patogénicos
(Alakomi et al., 2000; Silva et al., 2001; Servin, 2004).

A capacidade do hospedeiro de tolerar a microbiota indigena e ainda assim montar
uma resposta inflamatdria contra microrganismos patogénicos tém sido alvo de varios
trabalhos nos dltimos anos (Souza et al., 2004; Lupp et al., 2007; Medzhitov, 2008). A
tolerancia a microbiota é mediada por multiplos fatores, e envolve mecanismos que incluem
desde minima exposicdo até reconhecimento imune da microbiota indigena e inibicdo da
resposta imune atraveés de mecanismos intra e intercelulares (Abraham & Medzhitov,
2011). A exposicdo a microbiota, no intestino, € minimizada pela produgdo de muco pelas
células caliciformes, localizagéo baso-lateral de receptores de reconhecimento de patégenos
(PRR), secre¢do de IgA e posicionamento estratégico de células imunes (Van der Sluis et
al., 2006; Macpherson et al., 2008), dentre outros. Além disso, 0 reconhecimento de
microrganismos simbidnticos promove a ativacdo de vias anti-inflamatorias na placa de
Peyer e na lamina propria intestinal, com aumento da sintese de IL-10, TGF-B, acido
retinoico e da populagdo de células T reguladoras (Abraham & Medzhitov, 2011; Grainger

etal., 2013).
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Por outro lado, 0 contato com o0s antigenos microbianos é essencial para o
desenvolvimento e a maturacdo do sistema imune do hospedeiro (Neutra et al., 1999;
Sansonetti, 2004; Artis, 2008). O desenvolvimento dos tecidos linfoides associados ao
intestino (GALTS), a secrecdo de IgA e a ativacdo de células T na mucosa intestinal sdo
dependentes de estimulos derivados da microbiota (Hooper & Macpherson 2010). Em
animais isentos de germes (GF) é observada alteracdo na estrutura das placas de Peyer e na
populacdo de células T e B na lamina propria (Servin, 2004). E observado menor
desenvolvimento das zonas de células T e B no bago e nos nddulos linfoides dos animais
GF (Smith et al., 2007). A coloniza¢do intestinal também estimula a producéo de IgG e
IgA, a diferenciacdo das células Thl, Th2 e Thl7 e T reguladoras (Smith et al., 2007;
Round & Mazmanian 2009; Lee et al., 2010). Além disso, sinais oriundos da microbiota
indigena estimulam mondcitos a produzirem prostaglandina E> que regula a producdo de
mediadores inflamatdrios em neutréfilos (Grainger et al., 2013). Em conjunto, a microbiota
modula o balanco entre o papel efetor e regulador do sistema imune inato e adaptativo.

A microbiota ativa respostas homeostaticas via receptores do sistema imune
presentes nas células epiteliais, macrofagos, células dendriticas, linfocitos T e B que
permitem a coexisténcia com produtos microbianos potencialmente toxicos (Strober et al.
2007; Clavel & Haller, 2007). O reconhecimento microbiano é dependente de receptores de
reconhecimento a patdgenos (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 padrdes
moleculares conservados associados a microrganismos (MAMPS). Um dos mais bem
caracterizados ligantes de TLR € o lipopolissacaridio (LPS, endotoxina) derivado da
membrana externa de bactérias Gram-negativo (Bode et al., 2012). O LPS é reconhecido

pelo TLR4, e desencadeia intensa resposta inflamatdria (Bode et al., 2012). A ativacdo dos
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PPRs culmina na indug@o de uma cascata central de sinalizagdo que inclui o fator nuclear-
kB (NF-xB), AKT/fosfatildilinosiltol-3-quinase e de proteina quinase ativada por
mitégenos (MAPK). Essas vias podem ser inibidas pela inducdo de moléculas inibidoras
como PPARy, IFN o/B, IL-10, TGF- B, eicosanoides e inibidores de NF- kB (Fukata et al.,
2006; Neish et al., 2000).

A resposta inflamatdria é importante para varios processos fisiolégicos, bem como
patoldgicos. A capacidade de montar uma resposta inflamatéria apropriada é fundamental
para a defesa do hospedeiro contra estimulos infecciosos (Medzhitov, 2007). Essa resposta,
resumidamente, envolve a producdo de mediadores inflamatdrios, a ativacdo leucocitéria e
seu recrutamento para o sitio da infeccdo, bem como o processamento e apresentacdo de
antigenos aos linfocitos. Na auséncia de inflamacdo, a exposicao ao agente infeccioso pode
ser fatal (Fagundes et al., 2012). Por outro lado, a inflamagéo excessiva ou descontrolada
também pode causar a morte do hospedeiro apés a infeccdo ou apds estimulo inflamatorio
estéril (Libby & Aikawa, 2002; Weiner & Selkoe 2002; Vilcek & Feldman, 2004; Souza et
al., 2004).

Nosso grupo tem desenvolvido alguns estudos que buscam entender a correlagdo
entre a microbiota e a resposta inflamatéria com intuito de entender o papel da microbiota
na habilidade do hospedeiro de montar uma resposta inflamatéria (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 investigacdo dessa correlacdo. A
isquemia e reperfuséo intestinal constitui um modelo de inflamagdo intensa e aguda (Souza
et al., 2004; 2007; Fagundes et al., 2012). A reperfusdo de tecidos isquemiados esta
associado com massiva resposta inflamatoria local caracterizada por ativacdo e
recrutamento de leucocitos, disfuncdo da barreira endotelial nas vénulas pos-capilares e

aumento intenso da producdo de mediadores inflamatdrios (Granger, 1999). Além disso, a
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reperfusdo também causa inflamacdo remota (principalmente no pulmao) e sistémica
(Souza et al., 2004). Esse quadro promove leséo tecidual e pode resultar na morte do
animal. Interessantemente, os animais GF submetidos a isquemia e reperfusdo ndo
apresentam resposta inflamatoéria local, remota ou sisttmica e nem letalidade apo6s a
reperfuséo (Souza et al., 2004). Embora os animais GF ndo tenham apresentado inflamacéo
local e sistémica, eles foram capazes de responder ao estimulo de isquemia e reperfuséo,
observado pelo expressivo aumento da producédo de IL-10 nesse grupo (Souza et al., 2004).
Interessantemente, o fendtipo protetor dos animais GF foi revertido ap6s o tratamento com
anti-1L-10 administrado antes da reperfusdo da artéria isquemiada, com aumento de TNFa
local e sistémico. Esse dado demonstra que na auséncia da microbiota a resposta
inflamatoria é alterada devido ao aumento da producgdo de 1L-10 ap6s isquemia/reperfuséo.
Esse aumento de IL-10 previne a producdo de mediadores pré-inflamatorios. De fato, a
administracdo de IL-10 recombinante aos animais convencionais antes da reperfusdo
resultou em diminuig&o da resposta inflamatoria local e sistémica (Souza et al., 2004).

Nosso grupo observou que a producdo de IL-10 nos animais GF esta associada a
secrecdo de lipoxina A4 (LXA4) e anexina 1 (ANXA-1) (Souza et al., 2007). Tanto a
LXA4 quanto a ANXA-1 apresentam agBes anti-inflamatérias em varios modelos de
inflamacdo aguda e crénica (Serhan 2010; Perretti & D'acquisto, 2009). O bloqueio da
sintese de LXA4 com um inibidor da 5-lipoxigenase ou anticorpo anti-ANXA-1
preveniram parcialmente o aumento de IL-10 nos animais GF ap6s submissdo a isquemia e
reperfuséo intestinal (Souza et al., 2007). Esses dados sugerem que a secrecédo de IL-10 nos
animais GF é secundaria a producdo de LXA4 e ANXA-1.

A hiporresponsividade inflamatéria observada nos animais GF ndo foi restrita ao
modelo de isquemia e reperfusdo. Resultados similares foram encontrados ap6s a

administracdo de LPS: pequena producdo de TNFa e resisténcia 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 apds infeccdo pulmonar por
Klebsiella pneumoniae. Esse aumento da letalidade pode ser atribuido a uma faléncia no
recrutamento de neutréfilos devido a incapacidade de produzir mediadores proé-
inflamatorios. Essa faléncia resultou em uma intensa proliferacdo do microrganismo no
parénguima pulmonar com bacteremia sistémica secundaria (Fagundes et al., 2012). Dados
semelhantes também foram obtidos em trabalhos conduzidos com infec¢éo 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 0 desenvolvimento de hipernocicepcdo inflamatéria (Amaral et al., 2008). A
percepcdo do estimulo nocivo induzido por carragenina, LPS ou formalina foi atenuada nos
animais GF. Entretanto, quando foram administrados os agentes finais da hipernocicepcao,
como prostaglandina ou dopamina, essa hiporresponsividade ndo foi manifestada (Amaral
et al., 2008). Esses dados indicam que os animais isentos de germes respondem aos
mediadores da nocicepc¢ao, mas ndo aumentam a producdo de mediadores pré-inflamatorios
apo6s estimulo. Além disso, como ocorre ap6s isquemia e reperfusdo intestinal ou
administracdo de LPS, a hiporresponsividade inflamatéria é revertida pelo tratamento com
anti-1L-10 (Amaral et al., 2008).

Além da elevada quantidade de anexina 1, animais isentos de germes ou
convencionais tratados com coquetel de antibidticos para deplecdo da microbiota
apresentam elevados niveis de corticostecona plasmatica basal (Mukherji et al., 2013).
Mukherji e colaboradores (2013) demonstraram que a microbiota inibi a producdo de
corticosterona pelas células epiteliais do intestino. Além disso, sob estresse, animais GF

respondem secretando maior quantidade de corticosterona que 0s animais convencionais
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(Sudo et al., 2004). A corticosterona é um dos principais glicocorticoides (GCs) presente no
plasma de camundongos, hormonio esteroide derivado de colesterol, com importante acéo
anti-inflamatoria e imunossupressora (Zen et al, 2011; Perretti & D'acquisto, 2009).
Embora os GCs sejam amplamente utilizados na clinica, sua fungdo e mecanismos de acdo
ainda ndo estdo completamente elucidados. A maioria dos efeitos dos glicocorticoides é
dependente da interacdo com o receptor para glicocorticoide, um fator de transcricdo
ativado por ligante (Vandevyver et al., 2013; Perretti & D'acquisto, 2009). Os efeitos
biolégicos da interacdo dos glicocorticoides com seu receptor tém sido investigados,
visando conhecer as vias envolvidas no processo inflamatério e reguladas por esses
hormonios. Atualmente, os efeitos anti-inflamatorios dos glicocorticoides séo atribuidos a
acOes inibitérias sobre células imunocompetentes, principalmente linfécitos T, e sobre
sintese de citocinas (Lowenberg et al., 2006). Os glicocorticoides também podem estimular
ou inibir a atividade de macréfagos de forma concentragdo dependente (Zhou et al., 2010),
além de reduzir o nimero de basofilos (Meagher et al., 1996), bem como a atividade de
apresentacdo de antigenos das células dendriticas (Vanderheyde et al., 1999) e a apoptose
de neutréfilos (Zizzo & Cohen, 2013) e eosindfilos (Baiula et al., 2012). Esses efeitos anti-
inflamatorios dos GCs sdo mediados pela inibicdo de mudltiplos genes inflamatdrios
(codificacdo de citocinas, moléculas de adesdo, receptores e proteinas), além disso os GCs
podem também induzir a expressdo de proteinas anti-inflamatorias, como a anexina 1, e
assim exercer efeitos pos-gendémicos (Barnes, 2006; Clark, 2007). A sintese e secre¢do de
IL-10 também podem ser estimuladas pelos glicocorticoides (Zen et al., 2011).

A hiporresponsividade inflamatéria observada nos animais GF é revertida apos
reposi¢éo da microbiota. Em animais isentos de germes, 14 e 21 dias depois de colonizados
com a microbiota total, a reperfusdo do 6rgdo isquemiado resultou em aumento da

permeabilidade vascular, influxo de neutrdfilos e producéo local de TNFa (Souza et al.
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2004). A convencionalizacdo dos animais GF também restaurou a capacidade de controlar a
replicagéo da K. pneumoniae e conter a infeccdo (Fagundes et al., 2012).

Como exposto anteriormente, a capacidade de responder a um estimulo
inflamatorio, estéril ou infeccioso, esta associada com a relacdo ecoldgica de
comensalismo/mutualismo existente entre o hospedeiro e a microbiota (Souza et al., 2004;
Fagundes et al., 2012). Na auséncia da microbiota, ocorre aumento dos niveis basais de
corticosterona no plasma e um estimulo inflamatério pode induzir a producéo de moléculas
anti-inflamatorias, como anexina 1, lipoxina A4 e 1L-10, dentre outros. Entretanto, quando
a relacdo microrganismo/hospedeiro é estabelecida de forma total ou parcial, como visto em
animais convencionais ou animais isentos de germes com reposi¢do de microbiota total ou
pré-estimulados com LPS, existe uma modificagdo no feno6tipo do hospedeiro e este passa a
responder a um estimulo inflamatério com producdo de agentes pro—inflamatérios, como
TNFa e CXCL1 (Souza et al., 2004, 2007).

A presenca da microbiota indigena esté relacionada a resposta imune tolerante e a
varios beneficios para o hospedeiro (Figura 5), entretanto a disbiose da mesma promove a
desregulacdo do sistema imune o que pode contribuir para o desenvolvimento de diversas
doencas inflamatorias intestinais (IBDs) (Elinav et al., 2011; Maslowski et al 2009; Brown
et al., 2013), inflamacdo aguda ap6s isquemia e reperfusdo (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 indigena induz resposta imune tolerante e confere varios beneficios
para o hospedeiro. Por outro lado, a disbiose da mesma promove a desregulacdo do sistema
imune e pode contribuir para o desenvolvimento de diversas doencas inflamatorias

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

2.5 Microbiota e mucosite

A microbiota intestinal e sua influéncia no mucosite gastrointestinal estdo se
tornando um campo proeminente de pesquisa. Estudos prévios tém demonstrado que a
microbiota pode estar envolvida no desenvolvimento da mucosite induzida por
quimioterapicos, como o 5-FU (Stringer et al., 2009b; von Bultzingsléwen et al., 2003;
Savva-Bordalo et al., 2010). A microbiota tem potencial para influenciar varias etapas
envolvidas na patogénese da mucosite, como na resposta inflamatéria e producdo de ROS,

na permeabilidade intestinal, na composicado da camada de muco, na resisténcia a estimulos
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prejudiciais e no mecanismo de reparo das células epiteliais e ativacdo e liberacdo de
moléculas imunes efetoras. Entretanto ainda ndo se sabe com clareza se a microbiota possuli
efeitos benéficos no desenvolvimento da mucosite intestinal (van Vliet et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que ambos, a quimioterapia € o uso profilatico de
antibioticos durante os tratamentos antineoplésicos, promovem altera¢cbes na composicao
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 antineoplasicos tem em comum a diminuicdo da
diversidade de espécies bacterianas (Touchefeu et al., 2014).

O 5-FU ¢é capaz de promover alteracbes na composicdo da microbiota
gastrointestinal (Stringer et al., 2009b; von Bultzingslowen et al., 2003), o que pode
contribuir para algumas das morbidades tipicas da mucosite, bem como para a resposta
imune do hospedeiro. Stringer e colaboradores (2009b) demonstraram que algumas
bactérias da microbiota responsaveis pela manutencdo do microecossistema intestinal
apresentam diferenca na susceptibilidade ao quimioterapico 5-FU. Ap6s administracdo de
5-FU, foi observado diminuicdo no numero de Clostridium spp., Lactobacillus spp. e
Streptococcus spp. e aumento de Escherichia spp., no jejuno. No célon, a administracdo de
5-FU diminuiu Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. (Stringer et al.,
2009b). Essa diferenca de susceptibilidade e a alteracdo na composi¢do da microbiota
podem favorecer a proliferagdo de bactérias oportunistas e aumentar o dano tecidual, ou
ainda, exacerbar a resposta inflamatéria.

Em outro estudo, a microbiota oral e intestinal foram alteradas em ratos tratados
com 5-FU durante 6 dias (von Biltzingslowen et al., 2003). A administracdo de 5-FU
causou aumento no nimero de bactérias facultativas e anaerdbias estritas na cavidade oral e

de anaerdbias facultativas no intestino grosso. No intestino delgado ndo foi observado
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alteracdo no numero total de bactérias anaerdbias e anaerobias facultativas, entretanto foi
observado mudanga no tipo de facultativos dominantes de cocos Gram-positivo para
bastonetes Gram-negativo (von Biiltzingsléwen et al., 2003). Além do 5-FU, o tratamento
com outros quimioterapicos, como o irinotecano, também podem alterar a composicao da
microbiota e provavelmente contribuir para algumas das manifestagfes da mucosite, como
a diarreia (Stringer et al., 2009). O tratamento concomitante de 5-FU e irinotecano, em
ratos, foi associado a drastica alteracdo na composicdo da microbiota com aumento de
Escherichia spp., Clostridium spp. e Enterococcus spp. (Lin et al., 2012). Essas bactérias
sdo comumente isoladas em pacientes com cancer (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
indigena regula a barreira intestinal através da modulacdo da expresséao e distribuicdo das
proteinas de juncdes (Ulluwishewa et al., 2011). Sendo assim, a alteracdo na composicao
da microbiota durante os tratamentos antineoplasicos pode contribuir para alteracdo 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 alteracdo da camada de muco intestinal quanto o aumento da
permeabilidade intestinal, além da ulceracdo da camada epitelial, podem contribuir para
translocacéo bacteriana durante a mucosite, do limen intestinal e para o tecido adjacente e
para 0 sangue, podendo resultar em bacteremia e sepse. Essa translocacdo exacerba a
resposta inflamatoria e amplifica o dano a mucosa intestinal induzido pelo quimioterapico
(Soni, 2004; Brandi et al., 2006). Brandi e colaboradores (2006) demonstraram que

camundongos isentos de germes sdo mais resistentes a indugdo de mucosite, necessitando
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de altas doses do quimioterdpico Irinotecano para desenvolverem a doenca. Entretanto,
nesse trabalho foi demonstrado apenas que 0s animais isentos de germes necessitam de
aproximadamente o dobro de quimioterdpico para desenvolverem leséo intestinal e diarreia
tardia (Brandi et al., 2006).

Embora, como exposto, ha relatos de que a microbiota é alterada apds tratamento
com o quimioterapico 5-FU, ainda ndo se sabe qual a importancia da microbiota para

desenvolvimento da patogénese 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 quimioterapico 5-fluorouracil (5-

FU) em camundongos.

3.2 Objetivos especificos:
1) Padronizar o modelo de mucosite induzido pelo quimioterapico 5-FU em camundongos
convencionais mediante a analise dos seguintes parametros:
1.1 Definigdo da dose do quimioterapico mais eficiente em induzir a mucosite e do
tempo de eutanasia.
1.2 Avaliagdo da acdo antineopladsica da droga por meio da contagem total de
leucécitos no sangue.
1.3 Andlise da consisténcia das fezes, bem como, presenca de sangue oculto, perda de
peso, comprimento do intestino e avaliagdo histopatoldgica do intestino.
1.4 Avaliagdo da inflamagdo, por meio da analise do acumulo de neutréfilos e
eosinofilos e da concentracdo de citocinas pro-inflamatdrias no intestino.
2) Auvaliar o papel da microbiota no desenvolvimento das lesdes intestinais induzida pelo
5-FU.
2.1 Analisar o fenotipo de camundongos isentos de germes apos tratamento com o
quimioterapico. Para isso animais axénicos ou tratados desde o nascimento com
coquetel de antibidticos para prevencédo da colonizacdo pela microbiota receberam

0 5-FU e 0os mesmos parametros citados no item 1 foram avaliados.
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2.2 Avaliar se a deplecdo da microbiota de camundongos convencionais adultos pelo
coquetel de antibidticos interfere no desenvolvimento da mucosite. Animais
convencionais adultos foram tratados com coquetel de antibidticos para deplecédo
da microbiota. Apds esterilizacdo, os camundongos foram tratados com o 5-FU e o0s
mesmos parametros citados no item 1 foram avaliados.

2.3 Verificar se a reposigdo da microbiota nos animais isentos de germes reverte o
fendtipo observado na auséncia da mesma apos tratamento com o 5-FU. Para isso
camundongos isentos de germes receberam fezes dos animais convencionais, por
via oral. Ap6s a colonizacdo pela microbiota, a mucosite foi induzida e os
parametros citados no item 1 foram avaliados.

2.4 Analisar a composi¢cdo da microbiota apds tratamento com o quimioterapico 5-FU.
Para isso, as fezes foram retiradas em condicdes estéreis e processadas para analise
do perfil microbiano por PCR e ainda cultivadas em meios soélidos seletivos e
enriquecidos.

2.5 Avaliar se a alteracdo da microbiota apds tratamento como o quimioterapico
contribui para o desenvolvimento da mucosite. Para isso, camundongos
convencionais foram tratados com antibioticos seletivos para determinados grupos
bacterianos durante tratamento com o quimioterapico e os parametros citados no
item 1 foram avaliados.

3) Verificar se a colonizagdo especifica altera a resposta dos animais isentos de germes
tratados com o quimioterapico 5-FU. Para isso, animais isentos de germes foram
monocolonizados com Escherichia coli ou Bacteroides fragilis. Apo6s a
monocolonizagdo, foi administrado o 5-FU a esses animais e o fenotipo avaliado.

4) Verificar participacdo 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 inducdo da mucosite pelo
quimioterapico 5-FU. A concentracdo de corticosterona foi dosada no plasma de

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

4.1 Animais

Foram utilizados: (1) 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
axénicas, propagados no biotério de Gnotobiologia do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG; (Ill) camundongos isentos de germes foram
convencionalizados através da administracdo oral das fezes de camundongos
convencionais, € mantidos no Laboratorio de Interacdo Microrganismos Hospedeiros e
utilizados com 6-8 semanas.

Animais GF foram transferidos para microisoladores (Alesco) e mantidos em
condicdes estéreis no biotério do Laboratorio de Interacdo Microrganismos Hospedeiros do
ICB/UFMG até os procedimentos. O manejo de animais foi feito em fluxo laminar,
obedecendo as normas de ética em experimentacdo animal. Para o presente estudo, 0s
camundongos receberam racdo (Nuvilab nuvital, Curitiba, PR) e agua esterilizadas por
calor dmido, 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 liquidos de tioglicolato e BHI (brain heart infusion).

Todos os procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG-CEUA no protocolo de acesso 322 /

2012.
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4.2 Drogas

Foi utilizado o quimioterdpico 5-Fluorouracil (5-FU) (Fauldfluor), nas
concentragdes de 50, 150 e 450 mg/kg. Foram utilizados os antibiticos Ampicilina,
Neomicina, Metronidazol, Vancomicina e Ciprofloxacino e o antifingico Nistatina, todos
de uso comercial. Foram utilizados o glicocorticoide sintético dexametasona
(Decadron/Ache) na concentracdo de 10 mg/kg e o inibidor do receptor de glicocorticoide

RUA486 (Tocris) na concentracdo de 20 mg/kg.

4.3 Inducdo de mucosite intestinal experimental

A dose do quimioterapico foi definida através de um experimento de dose resposta.
Para isso, camundongos receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de 5-fluorouracil, durante 3
dias consecutivos. Foram utilizadas as doses de 50, 150 e 450 mg/kg do quimioterapico. Os
animais controles receberam PBS. Os camundongos foram pesados diariamente. Decorridas
24 horas ap0s a ultima administracdo do quimioterapico, os animais foram eutanasiados por
exsanguinacao e os tecidos e sangue removidos para analises posteriores.

A dose escolhida (450 mg/kg) foi usada para a avaliagdo da sobrevivéncia dos
animais e da condicdo clinica, para definicdo do periodo de eutandsia que ficou
estabelecido com sendo 48h apds a Gltima injecdo do quimioterapico. A dose de 450 mg/kg

foi usada para todos os demais experimentos.

4.4 Avaliacéo do comprimento do intestino e graduacéo clinica da doenca
O intestino delgado foi removido e o seu comprimento, distancia entre o
piloro gastroduodenal e o 6stio ileal, foi determinada com auxilio de uma régua. Apos essas

medidas, o intestino foi dividido em trés partes iguais. As analises iniciais foram feitas nos
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trés segmentos. Posteriormente, a por¢do proximal do intestino foi utilizada para as analises
enzimaticas e histologicas e a distal para o ensaio de PCR em tempo real.

A graduacdo clinica da doenca foi adaptada e modificada para o nosso modelo
(Maslowski et al., 2009). Foi avaliado a consisténcia e a presenca de sangue oculto nas
fezes, bem como sinais de morbidade, como pelo arrepido, postura arqueada, diminuicéo da

mobilidade dentro da caixa.

4.5 Histologia

Amostras dos trés segmentos intestinais foram removidas e fixados em formol 10%
tamponado. O tecido foi desidratado gradualmente em etanol, embebido em parafina,
cortado, fixado em laminas histoldgicas e corados com H&E. A analise histopatoldgica foi
feita apos exame das laminas ao microscopio. A altura das vilosidades da mucosa de cada
amostra foi medida utilizando imagens digitalizadas obtidas com a objetiva de 10X a partir
de um microscopio de luz (Olympus) adaptado com uma camera digital. A avaliacdo
histopatoldgica foi baseada na intensidade do infiltrado de células inflamatdrias na lamina
prépria, nas mudangas na arquitetura da mucosa, diminuicdo da altura das vilosidades
intestinais, edema, hemorragia. Para cada parametro as alteracfes foram classificadas de
acordo com a seguinte escala: ausente (0), leve (1), moderada (2), intenso (3) e muito
intenso (4). O numero representara o escore patolégico 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 leucdcitos
Para contagem total de leucocitos circulantes foi coletado 10 uL de sangue de cada
animal e acrescentado 90 pL do corante Turkey. As células foram contadas em cémara

Newbauer em microscopio de luz.

4.7 Anédlise do indice de hematocrito

Uma amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um tubo capilar de
vidro para determinacdo de micro-hematocrito (Perfecta), o qual foi centrifugado em uma
centrifuga de micro-hematdcrito por 10 minutos (Centrifuge hematocrit HT). Em seguida,
foi realizada uma proporcao entre o comprimento das por¢des vermelha (concentracdo de
elementos do sangue) e branca (concentracdo de plasma), através de uma regra de trés

simples.

4. 8 Ensaio de MPO para quantificacdo de influxo de neutréfilos

Para avaliar o acumulo de neutréfilos no intestino foi utilizado o método de
quantificacdo da atividade de mieloperoxidase. Fragmentos de intestino foram pesados e
suspensos em salina EDTA, submetido a homogeneizacdo e centrifugacdo (3000g, 15
minutos). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em solucéo
salins/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 tampao
fosfato com HTAB a 5% e homogeneizado por 30 segundos. As amostras foram congeladas
e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido seguidamente, centrifugadas e o
sobrenadante coletado para ensaio de MPO. Amostras de intestino foram diluidas antes do
ensaio. A atividade de mieloperoxidase (MPQO) 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 neutréfilos do peritdnio de ratos processados da mesma maneira. Para este fim,
neutrofilos foram induzidos no periténio de ratos por injecdo de 3 mL de caseina 5%. A
curva padrdo do nimero de neutréfilos (>95% de neutrofilos) versus O.D. foi obtida pelo
processamento de neutréfilos purificados da maneira descrita para o ensaio de atividade de

MPO.

4.9 Ensaio de EPO para quantificacdo de influxo de eosinofilos

O ensaio do EPO, para verificar a presenca de eosindéfilos, 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 heméacias foram lisadas por presséo
osmética. As amostras foram centrifugadas novamente, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi suspenso em 1 ml de 0,5% de brometo de aménio hexadeciltrimetil em PBS.
Posteriormente as amostras foram congeladas trés vezes em nitrogénio liquido, e
centrifugado a 4°C, 3.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado em o ensaio
enzimatico com a adicdo de um montante igual substrato (1,5 mmol/L de o-
fenilenodiamina) e 6,6 mmol / L de H202 em 0.075 mmol / L Tris-HCI (pH 8). A reacéo foi

interrompida com 50 pL de H.SO4 1 M e lido na absorbancia de 492 nm.

4.10 Extracao de citocinas do intestino
Fragmentos do intestino (100 mg) foram homogeneizados em 1 mL de solugéo de

extracdo 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 benzetonio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20
Ul de aprotinina), preparada a partir de uma solugéo de tampéo fosfato (8 g NaCl, 0,2 g
KCl e 2,89 g Na,HPO4.12H,0 diluidos em 1 litro). O homogeneizado resultante foi
centrifugado por 10 minutos a 10000 g a 4°C e o sobrenadante foi recolhido para a dosagem

de citocinas por ELISA.

4.11 Determinacédo da concentracdo de citocinas por ELISA

As amostras foram diluidas em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. A
concentracdo das citocinas analisadas foi determinada utilizando-se anticorpos obtidos da
R&D Systems (DuoSet). Para realizacdo do ensaio foram seguidas as instrucdes do

fabricante que estdo resumidamente descritas abaixo.

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 pocos (Nunc, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilizacdo ocorreu
durante aproximadamente 18 horas & 4°C. A placa foi bloqueada com PBS acrescido de 1%
de albumina bovina, em seguida as amostras foram pipetadas na placa. A reacdo ocorreu
durante aproximadamente 18 horas & 4°C. Os anticorpos de deteccdo foram diluidos em
PBS, pH 7,4, com 0,1% de albumina bovina, sendo que a sensibilizacdo ocorreu durante
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. A reacdo foi detectada pela incubacéao
com estreptavidina conjugada com peroxidase e revelada com OPD (“o-phenylendiamine

dihidrocloride”-Sigma) A reacgéo foi interrompida com H>SO4 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 Avaliagdo da expressao do mRNA de il-10 e anexina 1

Para a quantificacdo relativa da expressdio 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 extraido com TrizolTM (life technologies) e procedeu-se a extragao
das amostras com cloroférmio-isopropanol conforme protocolo do fabricante. Para reacao
da transcriptase reversa, foi utilizado kit da Pharmacia/Biotech para sintese da fita de DNA
complementar (cDNA). Com o uso de iniciadores especificos (Tabela 1), o cDNA da il-10,
da anexina 1 e da proteina ribosomal L4 (rpl4) foram amplificados. Como controle da
quantidade de RNA utilizado, foi determinado o nivel de expressdo de gene rpl4 de todas as

amostras.

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

Grupo alvo Sense Anti-sense
il-10 S’TGGATAGCCTTGGCTCTAAC3’ 5’CCGCTGTCATTCTTCTACCT3?
anexina 1 5’ACTCTGCGAAGATGAGGAAAG3’ 5S’AGATGCCAGGGCTTTGTATG3’
rpl-4 5'TCCCTCAAGAGTAACTATAACCTGCCC3’ | 5TGGTGCTCGGAGGGCTCTTTG3’

4.13 Deplecao da microbiota por coquetel de antibidticos

Uma combinacdo de um amplo espectro de antibidticos foi utilizada para
esterilizacdo do trato gastrointestinal de camundongos adultos e neonatos
convencionalizados como previamente descrito na literatura (Fagarasan et al., 2002). Foram
utilizados a combinagdo dos seguintes antibidticos: ampicilina (2g/L), metronidazol (1g/L),
ciprofloxacino (0,2g/L), vancomicina (0,5g/L) e neomicina (2g/L) e o antiflngico nistatina
(0,12g/L), todos administrado na agua 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 condic¢des de assepsia para prevenir a reinfeccdo dos camundongos. Para
verificar se o tratamento com antibidtico foi adequado para depletar a microbiota, amostras
de fezes foram cultivadas em meio tioglicolato vérias vezes apoés inicio do tratamento com
0s antibioticos. Apds a administracdo de antibidticos os animais foram tratados com 5-FU.

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

4.14 Reposicao da microbiota total em animais isentos de germes

Para reposicdo da microbiota, animais isentos de germes receberam a administracdo
de fezes (via oral) oriundas de animais convencionais de acordo com protocolo previamente
descrito por Souza e colaboradores (2004). As fezes, retiradas da regido retal de animais
convencionais foram homogeneizadas em salina a 10% e administrados um volume de 100
pl 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. Apo6s 30 dias, a colonizacdo pelo microbiota foi verificada em
meio tioglicolato e BHI, e esses animais formam submetidos ao protocolo para inducéo de

mucosite descrito anteriormente.

4.15 Avaliagdo da composicdo da microbiota intestinal

O DNA total foi extraido do conteddo do ceco, com Kit para extracdo de DNA das
fezes (Qiagen). A extracdo das amostras foi feita conforme protocolo do fabricante. A
avaliacdo dos componentes da microbiota, foi realizado por gPCR utilizando-se iniciadores
especificos, descriminados na Tabela 2. Os iniciadores foram desenhados para regifes do

gene da subunidade 16S do ribossomo bacteriano, de acordo com o taxon.
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Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores de rDNA do gene 16S usados no gPCR.

Grupo alvo Sense Anti-sense
Bactéria universal 5’ACTCCTACGGGAGGCAGCAG3’ 5’ATTACCGCGGCTGCTGGC3’
E.coli 5’CATGCCGCGTGTATGAAGAA3’ 5’CGGGTAACGTCAATGAGCAAA3’

Amostras de fezes foram diluidas em salina e cultivadas nos meios solidos seletivos
Macconkey, BBE e MRS para avaliacdo do nimero de unidades formadoras de coldnias de

Enterobactérias, Bacteroides e de bactérias acido laticas, respectivamente.

4.16 Tratamento com os antibiéticos 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 inducéo

da mucosite (4 dias). No 52 dia foi feito a eutanasia e os tecidos coletados para analises.

4.17 Colonizacdo especifica

Animais isentos de germes foram monocolonizados com E. coli (ATCC: 25922) ou
B. fragilis (ATCC: 25285). A administragéo da linhagem bacteriana foi realizada em fluxo
laminar, onde cada animal em microisolador recebeu 100 pL da suspenséo de bactérias (108
UFC/animal) via oral por insercdo com canula de gavagem. Apés 7 dias, a
monocolonizagdo foi verificada através do cultivo do contetdo fecal em meios de cultura
seletivos (Macconkey e BBE) e UFCs foram contadas. A identificacdo e contagem das

unidades formadoras de colbnias determinaram a viabilidade das colonizagdes.

4.18 Modelo de hipernocicepcéo inflamatdria induzida por carragenina
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Para inducdo de hipernocicepgdo inflamatoria, a carragenina (100 g/pata em 30 pL
de salina) foi injetada na pata traseira direita de camundongos convencionais, isentos de
germes e monocolonizados com E. coli e B. fragilis. A nocicepcao foi avaliada antes e 3h
apos injecdo intraplantar de carragenina através do método de von Frey. Os animais foram
ambientados 1 hora antes dos testes de nocicepgdo. O limiar de hipernocicepcdo foi
definido pela subtracdo do valor nociceptivo inicial do obtido 3 horas apds injecdo da
carragenina. Para avaliacdo de edema, as patas traseiras direita e esquerda foram pesadas
na 32 hora ap0s injecao da carragenina e o peso da pata direita foi subtraido da esquerda. A
concentragdo da citocina TNFa, 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 indugdo da mucosite (4 dias). No 5° dia foi feita a eutanasia e
os tecidos coletados para analises.

O RU486 foi ressuspenso em 3% de DMSO e dissolvido em 6leo de amendoim
(Sigma) e administrado a animais isentos de germes durante todo o protocolo de inducdo da
mucosite (4 dias) 4 horas antes o quimioterapica via subcutanea na dose de 20mg/kg, No 5°

dia foi feito a eutanasia e os tecido coletados para analises.

4.20 Dosagem de corticosterona plasmatica
A concentracdo de corticosterona foi mensurada no plasma dos camundongos
usando kit de ELISA (Cayman; USA). O teste foi feito conforme as especifica¢des do

fornecedor. As amostras foram diluidas 1:100.
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4.21 Analise Estatistica

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam
distribuicdo Gaussiana. As comparagdes estatisticas entre os varios grupos foram feitas por
ANOVA “one way” seguida de pos-teste Newman-Keuls. Para comparacdo entre dois
grupos, quando necessario, foi utilizado o teste “t de student”. Os resultados foram
apresentados como médiaterro padrdo medio. O nivel de significancia adotado foi de
P<0,05. Para a realizagdo de todas as analises, 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 padronizacdo da dose de 5-fluorouracil (5-FU) foi realizado experimento de
dose resposta para determinar a dose necessaria para induzir mucosite intestinal nos
camundongos convencionais. Como demonstrado na figura 6A, todos os animais que
receberam as trés 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 4° dia. A acdo antiproliferativa do quimioterapico foi avaliada através da
contagem de leucdcitos presente no sangue. Apenas animais tratados com a dose de 150 e
450 mg/kg do quimioterapico apresentaram leucopenia quando comparados ao grupo
controle (Figura 6B). Apenas a maior dose do quimioterapico promoveu encurtamento do
intestino quando comparada ao grupo controle (Figura 6C). Foi observado
hemoconcentracdo apenas nos animais tratados com 150 e 450 mg/kg de 5-FU em relacéo
grupo controle (Figura 6D). A atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) no intestino,
indicativa do acumulo de neutréfilos, foi aumentada em todos os animais tratados com o

quimioterapico, independentemente da dose utilizada (Figura 6E).
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Figura 6: Avaliacdo do fenétipo de camundongos convencionais submetidos ao teste de
dose resposta do quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU). Camundongos convencionais, apos
receberem 3 doses diarias 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 administracdo das doses 150 e 450 mg/kg de 5-FU promoveu leucopenia em
relacdo ao grupo controle (B). Foi observado encurtamento do comprimento intestinal
apenas nos animais que receberam 450 mg/kg do quimioterapico (C). A atividade da
mieloperoxidade (MPO) foi aumentada em todos 0s grupos que receberam o
quimioterapico quando comparados ao grupo controle (E). As barras representam a média

+ erro padrdo. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou # P<0,05 vs 50 mg/kg.
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A analise histopatoldgica intestinal foi realizada para avaliar o efeito do
quimioterapico 5-FU no desenvolvimento da mucosite intestinal. A avalia¢gdo dos cortes
histoldgicos dos trés segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) evidenciou que o 5-FU,
nas trés doses administradas, promoveu influxo de células inflamatérias para a lamina
prépria e submucosa em relacdo ao grupo controle (Figura 7). Entretanto, os camundongos
que receberam a maior dose do quimioterapico (450 mg/kg) (figura 7D) apresentaram
alteracfes mais pronunciadas da arquitetura intestinal, caracterizadas por influxo de células
inflamatorias e edema na mucosa e submucosa, redugdo do comprimento do vilo e do
nimero de glandulas de Lieberbihn (cripta), quando comparados aos animais que

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

Figura 7: Cortes histologicos do duodeno de camundongos controle e com mucosite.
Secgdo 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
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24 horas ap6és ultima injecdo do quimioterapico, os animais foram eutanasiados. As barras

representam 100 pm.

A dose de 450 mg/kg foi escolhida para os demais experimentos devidos os efeitos
apresentados nos parametros acima analisados.

Uma vez determinada a dose do quimioterapico, foi avaliada a curva de
sobrevivéncia dos animais ap6s inducdo da mucosite. Como demonstrado na figura 8, nos
dias 6 e 7 apo6s o inicio do tratamento, 50% e 100% dos camundongos convencionais

morreram, respectivamente.
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Figura 8: Curva percentual de sobrevivéncia dos camundongos convencionais apos 3 dias

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

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

seriam realizados 2 dias (48 horas) apés a Gltima injecdo de 5-FU (dia 5).

52



5.2 A auséncia da microbiota esta associada com reducdo da lesdo e da inflamacéo
intestinal induzida pelo quimioterépico 5-FU.

Uma vez definidos a dose do quimioterapico (450 mg/kg) e o tempo de eutanasia (5°
dia), nosso proximo passo foi avaliar o papel da microbiota no desenvolvimento da
mucosite. Para isso utilizamos animais isentos de germes axénicos (GF) ou com a
microbiota depletada pela administracdo de um coquetel de antibi6ticos a camundongos
convencionais, tanto neonatos quanto adultos.

A fim de verificar se a auséncia da microbiota interferiria na acdo do 5-FU, a acdo
antiproliferativa do quimioterapico foi avaliada através da contagem de leucdcitos presente
no sangue e na medula. Os animais convencionais tratados com o 5-FU apresentaram
reducdo do numero de leucdcitos circulantes em relacdo ao respectivo grupo controle
(Figura 9A). Na auséncia da microbiota, a administracdo do quimioterapico também
resultou na diminuicdo do namero de leucdcitos circulantes quando comparados aos GF
controles (Figura 9A). Essa diminuicdo foi semelhante a observada nos animais CV-5FU.
Resultado similar foi observado nas células da medula (dado ndo mostrado). A
administracdo de 5-FU a animais convencionais promoveu redugdo do comprimento
intestinal quando comparado ao respectivo controle (Figura 9B). Entretanto, ndo foi
observada diferenga no comprimento intestinal dos animais GF apds 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 eosinéfilo (EPO)
foi avaliada para inferir o acumulo de neutréfilos e de eosindfilos no intestino,
respectivamente. As atividades da MPO (Figura 9C) e da EPO (Figura 9D) apresentaram-se
aumentadas nos animais convencionais tratados com o quimioterapico quando comparados

aos animais CV controles. No entanto, nos animais GF ndo houve diferenca estatistica 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 quimioterapico. De forma complementar, a concentracéo
das quimiocina CXCL-1 (Figura 9E), quimioatraentes para neutréfilos, estava elevada no
intestino dos animais CV tratados com o quimioterapico quando comparados ao grupo
controle. A citocina IL-1p (Figura 9F) também estava aumentada no intestino dos animais
CV-5FU apos injegdo do quimioterdpico. A concentracdo dessas citocinas ndo foi alterada
no intestino dos animais GF apds tratamento com o 5-FU. E ainda, quando comparados aos
animais CV-5FU, foi observada uma menor concentracdo de CXCL-1 e IL-1 B no intestino

dos camundongos GF ap6s tratamento com 5-FU.
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Figura 9: Auséncia de microbiota esta associada a diminuigcdo da resposta inflamatéria

ap6s administracdo do quimioterapico 5-FU. Camundongos convencionais (CV) e isentos
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de germes (GF) apresentam leucopenia ap0s tratamento com 5-FU (A). Diferentemente do
observado nos animais CV-5FU, o comprimento intestinal dos animais GF-5FU ndo 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 ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos de camundongos GF. A concentracdo da quimiocina CXCL1 (E)
no intestino dos camundongos convencionais (CV) apresentou-se elevada quando
comparado ao controle, entretanto ndo houve diferengas no grupo GF. A citocina IL-1p (F)
estava aumentada apenas nos animais CV-5FU tratamento com o quimioterdpico 5-
fluorouracil (5-FU). As barras representam a média + erro padréo. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou

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

A andlise dos cortes histoldgicos demonstrou que o tratamento com 5-FU promoveu
expressivas alteracbes na arquitetura intestinal dos animais convencionais quando
comparados ao grupo controle (Figura 10A e 10B). Nos animais CV-5FU foi observada
reducdo do comprimento dos vilos e do nimero das glandulas de Lieberkhiin (Cripta),
intenso influxo de células inflamatdrias e edema na mucosa e submucosa, perda de células
caliciformes e hemorragia quando comparados ao respectivo controle. Nos cortes
histoldgicos dos animais GF-5FU essas alteracGes foram atenuadas quando comparados aos
CV-5FU (Figura 10C e 10D). A andlise quantitativa das alteracBes histoldgicas estd

representada na figura 10E.
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Figura 10: Representacdo histologica e graduagdo histopatologica 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 injecdes de 5-FU durante 3 dias

consecutivos e foram eutanasiados 48 horas apds ultima injecdo. Escore histopatologico do
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jejuno, conforme descrito na sec¢do materiais e métodos (E). As barras, nas pranchas
histoldgicas, representam 100um. Em E, as barras representam a média + erro padrao. n= 3-

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

A menor inflamacéo e les&o tecidual observadas nos animais GF resultou em 100%
de sobrevivéncia avaliada durante 14 dias ap6s inicio da administracdo do quimioterapico
(Figura 11A) enquanto 100% dos animais CV sucumbiram até 7 dias ap0s inicio da
administracdo do 5-FU. E ainda, a avaliacdo de parametros clinicos da doenca demonstrou
que os animais GF apresentam 100% de recuperacdo apés interrup¢do da administracdo do
quimioterapico, diferentemente do observado nos animais CV que apresentaram

progressiva piora clinica (Figura 11B).
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Figura 11: Percentual de sobrevivéncia apds administracdo de 5-FU a animais
convencionais (CV) e isentos de germes (GF) (A). Graduagdo clinica da doenga durante e
apo6s administracdo de 5-FU aferido conforme descrito na sec¢do materiais € metodos
diariamente monitorados nos animais CV e GF (B). Nessa avaliagdo 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 inflamatérios estava relacionado com aumento de IL-10
e de anexina 1 (Souza et al., 2004, 2007; Fagundes et al., 2012). No 5° dia ap06s inicio do
tratamento com o quimioterdpico ndo observamos aumento de IL-10 e nem de anexina 1
nos animais GF tratados com o quimioterapico. Entretanto, como demonstrado na figura
12, a avaliacdo da expressdo mRNA dessas moléculas em tempos anteriores evidenciam
que a anexina 1 (Figura 12A) esta aumentada no 1° dia apds inicio do tratamento com o 5-
FU e a il-10 (Figura 12B) estd aumenta no 3° dia apos inicio do tratamento com o

quimioterapico.
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Figura 12: Expressdo do mRNA de anexina 1 (A) e de il-10 (B) 6 horas apés a injecéo de 1
(1 dia), 2 (2 dias) ou 3 (3 dias) doses do quimioterapico em animais convencionais (CV) e
isentos de germes (GF). As barras representam a média + erro padrdo. 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
antibioticos (AB) de amplo espectro para deplecdo da microbiota foi outra estratégia
experimental utilizada para confirmar se a auséncia da microbiota estaria envolvida no
agravamento do mucosite induzida pelo quimioterapico 5-FU. Apds 60 dias de tratamento,
a deplecdo da microbiota foi verificada através do cultivo das fezes em meio tioglicolato e
BHI. Esses os animais foram entdo injetados com o quimioterapico 5-FU para inducéo da

mucosite.

A acdo antineoplésica do quimioterdpico foi confirmada pela verificagdo da
diminuigdo do nimero de leucdcitos 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 ap6s tratamento com o quimioterapico. A deplecdo da
microbiota com antibidticos também resultou em prevencdo do encurtamento intestinal
induzido pelo quimioterapico, como observado nos animais GF (Figura 13B). E ainda nédo
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 concentragdo das citocinas CXCL1 (Figura

13E) e IL-1p (Figura 13F) quando comparados ao grupo controle.
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Figura 13: A prevencdo da colonizagdo de camundongos neonatos pela microbiota resultou
em diminuicdo da inflamacéo e da lesdo tecidual induzida pelo quimioterapico 5-FU. O
tratamento com coquetel de antibioticos (AB) para prevenc¢édo da colonizacdo ndo interferiu
na leucopenia induzida pelo 5-FU (A). Os animais AB ndo apresentaram encurtamento do
intestino apos tratamento com o 5-FU (B). A atividade das enzimas MPO (C) e EPO (D) e a

concentragdo das citocinas CXCL1 (E) e IL-1B (F) ndo foram alteradas nos animais AB
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tratados com o quimioterapico quando comparados ao grupo controle. As barras
representam a média £ erro padrdo. n= 3-5. *P<0,05 vs respectivo C ou #P<0,05 vs CV-

SFU.

Da mesma forma que observado nos animais GF, a analise dos cortes histoldgicos
demonstrou que o tratamento com 5-FU promoveu poucas alteracbes na arquitetura
intestinal dos animais convencionais tratados com o coquetel de antibidtico quando
comparados ao grupo controle e aos animais CV-5FU (Figura 14A). A analise quantitativa
das alteracdes histoldgicas esta representada na figura 14B. Resumidamente, o tratamento
com o coquetel de antibidticos desde o nascimento resultou em fen6tipo semelhante ao
observados nos animais GF, com menor lesdo tecidual, menor inflamagdo e maior

preservacdo da arquitetura intestinal.
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Figura 14: Representacdo histologica (A) e graduacdo histopatolégica (B) do intestino de
camundongos convencionais (CV), isentos de germes (GF) e CV tratados desde o
nascimento com coquetel de antibidticos (AB) controle (C) ou tratados com o
quimioterapico (5-FU). Duodeno dos animais AB-C e AB-5FU (A) em aumento de 10X.
Os camundongos receberam 3 injecdes de 5-FU durante 3 dias consecutivos e foram
eutanasiados 48 horas ap06s Ultima injecdo. Escore histopatoldgico do duodeno (B),
conforme descrito na sec¢do materiais e métodos. As barras, nas pranchas histoldgicas,
representam 100um. Em B, as barras representam a média + erro padrdo. n= 3-5. *P<0,05

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

62



Uma vez que o contato com a microbiota é essencial para varios processos
fisiologicos, tais como o desenvolvimento do intestino e do sistema imune, dentre outros,
nos questionamos se a presenca da microbiota era requerida durante a indugéo da mucosite
ou se 0 contato prévio com a mesma seria suficiente para exacerbar o dano tecidual
provocado pelo quimioterapico 5-FU. Para responder essa pergunta, nds tratamos
camundongos convencionais adultos (6-8 semanas) com coquetel de antibi6ticos de amplo
espectro por 30 dias (AB-A), confirmamos a deplecdo da microbiota em meios tioglicolato
e BHI e procedemos com o protocolo de administracdo do quimioterapico.

Ambos, camundongos CV e AB-A apresentaram leucopenia ap6s tratamento com o
quimioterapico (Figura 15A). A deplecdo da microbiota resultou em prevencdo do
encurtamento intestinal induzido pelo quimioterépico (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 concentracdo 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: Avaliacdo fenotipica dos camundongos convencionais adultos tratados com
coquetel de antibidticos (AB-A) por 30 dias e injetados com o quimioterapico 5-FU. O
tratamento com os antibidticos (AB-A) ndo interferiu na leucopenia induzida pelo 5-FU
(A). Os animais AB-A nado apresentaram encurtamento do intestino apds tratamento com o
5-FU (B). A atividade das enzimas MPO (C) e EPO (D) e a concentracdo das citocinas
CXCL1 (E) e CCL24 (F) foi menor no intestino dos animais AB-A tratados com o
quimioterapico quando comparados ao CV-5FU. As barras representam a média + erro
padrdo. A linha tracejada representa a média dos controles CV e AB-A. n= 3-5. #P<0,05 vs

CV-5FU.

Além da reducdo dos parametros inflamatorios nos animais AB-A tratados com o
quimioterapico foi observada também uma maior preservacdo da arquitetura intestinal

(Figura 16), quando comparado aos animais CV-5FU. Os dados até aqui demonstrados
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comprovam que a auséncia de microbiota confere prote¢do dos danos intestinais induzidos
pelo quimioterdpico 5-FU. Além disso, a hiporresponsividade inflamatoria observada na

auséncia da microbiota ndo pode ser atribuida a auséncia de maturagdo do sistema imune.

Figura 16: Cortes histolégicos do duodeno de camundongos tratados com 5-FU

convencionais (CV) e adultos pré-tratados com antibidticos (AB). Seccdo dos animais
convencionais (a esquerda) ou pré-tratados com antibidticos (a direita), em aumento de

10X. As barras representam 50 pm.

A fim de confirmar a hip6tese de que a presenca da microbiota contribui para o
desenvolvimento da mucosite, nds convencionalizamos animais GF através a administracéo
oral de fezes de animais convencionais. Ap6s 30 dias, a convencionalizacdo foi confirmada
através do cultivo das fezes nos meios tioglicolato e BHI e entdo procedemos com o
protocolo de indugdo da mucosite.

A convencionalizagdo ndo interferiu na leucopenia induzida pelo 5-FU (Figura 17
A). Os camundongos convencionalizados apresentaram encurtamento do intestino apds
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 concentracdo das

citocinas CXCL1 (Figura 17E) e CCL24 (Figura 17F) foram maiores no intestino dos
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animais convencionalizados ap0s tratados com o quimioterapico quando comparados ao seu

grupo controle e aos GF-5FU.
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Figura 17: Fendtipo dos animais GF convencionalizados (CV—GF) com fezes de

camundongos convencionais durante 30 dias e tratados com o quimioterapico 5-FU. A
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convencionalizacdo néo interferiu na leucopenia induzida pelo 5-FU (A). Os camundongos
convencionalizados apresentaram encurtamento do intestino apo6s 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 concentragdo das citocinas CXCL1 (E) e CCL24 (F) foram maior
no intestino dos animais convencionalizados ap0s serem tratados com o quimioterapico
quando comparados ao seu grupo controle e GF-5FU. As barras representam a média + erro

padrédo. n= 3-5. *P<0,05 vs respectivo grupo controle, #P<0,05 vs GF-5FU.

A analise microscépica do intestino confirmou que a convencionalizacdo foi capaz
de reverter o fendtipo protetor dos animais GF tratados com o quimioterapico 5-FU (Figura
18A). Os animais convencionalizados apresentaram maior reducdo do vilo, perda da
estrutura da cripta, intenso influxo de células inflamatérias na lamina propria, edema e
hiperemia quando comparados aos animais GF-5-FU. A andlise quantitativa dessas

alteraces esta representada na figura 18B.
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Figura 18: Cortes histolégicos do duodeno (A) de camundongos GF convencionalizados
controle tratados com o quimioterapico 5-FU. As barras nas pranchas histologicas
representam 100 um. Graduagdo histopatoldgico, conforme descrito na secgdo materiais e
métodos (B). Em B, as barras representam a média * erro padrdo. 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 quimioterapico 5-FU

Uma vez que na presenca da microbiota ocorreu exacerbacdo do dano tecidual
induzido pelo quimioterapico, nosso proximo passo foi avaliar se a composicdo da
microbiota estaria alterada ap6s tratamento com 5-FU. Para isso, as fezes de
camundongos convencionais controle e tratados com o quimioterapico foram cultivadas
em meios seletivos para enterobactérias (Macconkey) e Bacteoides spp. (BBE) e em
meio enriquecido para bacterias acido laticas (MRS). Como demonstrado na figura 19, o
tratamento com o 5-FU promoveu aumento expressivo do nimero de enterobactérias
(Figura 19A), enquanto os demais grupos bacterianos avaliados ndo 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 quimioterapico 5-FU. O tratamento com o quimioterapico resultou em expressivo
aumento do numero de enterobactérias (A) quando comparados ao 1° dia de tratamento e ao
grupo controle. O nimero de coldnias de Bacteroides (B) e de bactérias &cido laticas (C)
permaneceu constante ao longo o protocolo experimental em ambos os grupos avaliados. A
analise de PCR revelou importante aumento de E. coli nas fezes dos camundongos
convencionais apos tratamento com 5-FU (D). As barras representam a média £ erro

padrdo. n= 3-5. *P<0,05 vs grupo controle.

Com a finalidade de avaliar se 0 aumento de enterobactérias estaria envolvido na
exacerbacdo da mucosite induzida pelo 5-FU, nos tratamos animais CV durante a inducéo
da mucosite com ciprofloxacino (cipro), antibiético de escolha na clinica para tratamento de
infeccdes por enterobactérias (Mortensen et al., 2013). Grupos de animais tratados com

metronidazol (metro) e vancomicina (vanco) (antibioticos que ndo afetam as
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enterobactérias) também foram usados para verificar se a simples diminuicdo da carga
bacteriana conferiria protecdo, independentemente do tdxon. O metronidazol é usado para
tratamento de infecgdo por Bacteroidetes e bactérias anaerdbias (L6fmark et al., 2010) e a
vancomicina atua sobre bactérias Gram-positivo (Marsot et al., 2012).

A administracdo de ciprofloxacino resultou na diminuigdo basal de enterobactérias
quando comparado ao grupo controle tratado com o veiculo (Figura 20A). O tratamento
concomitante de ciprofloxacino e 5-FU levou a marcante diminuicdo da populacdo de
enterobactérias nas fezes dos camundongos quando comparado ao grupo 5-FU tratado com
veiculo. A administracdo de metronidazol e vancomicina promoveram aumento do nimero
de enterobactérias e no grupo controle e tratamento com 5-FU (Figura 20A).

Em relacdo a acdo antiproliferativa do quimioterdpico, nenhum dos antibioticos
alterou esse parametro (Figura 20B). O tratamento com os 3 antibiéticos resultou em menor
diminuicdo do comprimento intestinal quando comparados ao grupo veiculo tratado com o
5-FU (Figura 20C). Entretanto, apenas o grupo tratado com ciprofloxacino apresentou
prevencdo do aumento da atividade de MPO (Figura 20D) e EPO (Figura 20E) quando
comparado ao grupo veiculo-5FU. O ciprofloxacino foi capaz de reverter o aumento da

concentragédo da quimiocinas CCL11 induzida por 5-FU (Figura 20F).
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Figura 20: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e dos antibioticos ciprofloxacino
(cipro), ou metronidazol (metro) ou vancomicina (vanco). O tratamento com cipro
promoveu diminuicdo no nimero de enterobactérias presente nas fezes de camundongos
controle e tratados com 5-FU, entretanto os outros antibi6ticos na presenca ou auséncia de
5-FU promoveram aumento na populacdo desse grupo bacteriano. (A) (eixo Y: escala
logaritmica). Os tratamentos distintos ndo interferiram na leucopenia induzida pelo 5-FU
(B). O tratamento com qualquer um dos trés antibioticos utilizados resultou em menor

encurtamento do intestino apos 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 veiculo-5FU. O cipro foi capaz
de reverter o aumento da concentragcdo da quimiocina CCL11 induzida por 5-FU (F). As
barras representam a média * erro padrdo. n= 3-5. *P<0,05 vs respectivo grupo controle,

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

Uma vez que demonstramos que 0 aumento de enterobactéria contribui para a
exacerbacdo do dano intestinal induzido pelo quimioterapico e que a reducdo especifica
desse taxon estd associado a melhora parcial do dano tecidual induzido por 5-FU, nés
avaliamos se a monocolonizagdo 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 tambem foram colonizados com Bacteroides fragilis. Essa
bactéria foi escolhida por representa um tdxon que nao foi alterado durante a indugédo de
mucosite em animais convencionais (Figura 19). E mais, o tratamento com o metronidazol,
antibidtico envolvido na eliminacdo de Bacteroides spp, ndo interferiu no efeito do
quimioterapico 5-FU.

Primeiramente, a monocoloniza¢do dos animais GF com E coli e B. fragilis ndo
alterou os parametros basais (grupos controles) avaliados quando comparados aos grupos
GF e CV (Figura 21). Em relacédo a acdo antineoplasica do 5-FU, nenhuma das intervencgdes
metodoldgicas alterou a acdo leucopénica do quimioterpico (Figura 21A). Entretanto, os
animais monocolonizados com E. coli e posteriormente tratados com 5-FU apresentaram
aumento da graduacdo clinica da doenca (Figura 21B), com presenca de sangue e
amolecimento dos fezes quando comparados ao respectivo controle e ao GF-5FU. Em
relagdo ao comprimento intestinal, foi observada reducdo 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 quimioterdpico de forma semelhante aos
grupos CV-5FU. Interessantemente, os animais GF monocolonizados com B. fragilis néo
apresentaram alteracfes relevantes em nenhum dos pardmetros avaliados apos 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: Avaliagdo do fenotipo de animais GF monocolonizagdo com E. coli e B. fragilis
e tratados com 5-FU para inducdo da mucosite intestinal. As distintas intervencées
experimentais ndo interferiram na leucopenia induzida pelo 5-FU (A). A monocolonizacéao
com E. coli resultou em aumento da graduacdo clinica da doenca apos tratamento com o
quimioterapico em relacdo ao grupo controle e GF-5FU (B). Animais monocolonizados
com E. coli apresentaram encurtamento do comprimento intestinal apds 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 padrdo. n= 3-5. *P<0,05

Vs respectivo grupo controle, #P<0,05 vs GF-5FU.

A andlise histoldgica do intestino confirmou que a monocolonizagdo com E. coli e
posterior tratamento com o quimioterdpico 5-FU resultou em aumento do dano tecidual e
da inflamagdo quando comparado ao controle (Figura 22A). Entretanto, os animais
monocolonizados com B. fragilis e tratados com o 5-FU apresentaram menor alteracéo
tecidual quando comparados ao controle. A andlise quantitativa dessas alteracGes esta
representada na figura 22B. Resumidamente, animais monocolonizados com E. coli
apresentaram reducdo dos vilos, perda da estrutura da cripta, intenso influxo de células
inflamatorias na lamina propria, edema e hiperemia quando comparados ao grupo controle

e ao0s animais GF-5FU.
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Figura 22: Cortes histologicos do duodeno de camundongos GF monocolonizados com E.
coli e B. fragilis controle e tratados com quimioterapico 5-FU (A). Aumento de 100X. A
barra representa 100 um. Escore histopatoldgico, conforme descrito na secgdo materiais e

métodos (B). A monocolonizacdo 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 ndo menor alteracéo entre os grupos controle e tratados com 5-FU. Em B, as barras

representam a média + erro padréo. n= 3-5. *P<0,05 vs C ou #P<0,05 vs GF-5FU.

A fim de avaliar se 0 aumento do dano intestinal observado nos animais GF
monocolonizados com E. coli apo6s tratamento com o quimioterdpico ndo estaria
diretamente associado a presenca desses microrganismos no intestino, ndés usamos uma
modelo inflamatério extra-intestinal. O modelo usado constituiu na inje¢do de carragenina
intraplantar para inducéo de hipernocicepcao inflamatéria.

Como ja demonstrado anteriormente (Amaral et al., 2008), nds também observamos
que a intensidade hipernociceptiva é menor nos animais GF quando comparado aos animais
CV (Figura 23A). A monocolonizagdo de animais GF com E. coli promoveu aumento da
intensidade hipernociceptiva. A administracdo 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 néo 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
monocolonizagdo com E. coli resultaram em aumento da atividade de MPO ap0s injecéao de
carragenina. Os grupos GF tiveram menor aumento da concentracdo de TNFa na pata
traseira direita ap0s injecdo com carragenina quando comparados aos animais CV (Figura
23D). Por outro lado, a monocolonizagdo com E. coli resultou em aumento da concentragao
de TNFa apds injecdo 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 apds injecdo com carragenina, como menor intensidade

hipernociceptiva e menor concentragdo de TNFa.
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Figura 23: Analise de parametros inflamatérios 3h apds injecdo de carragenina. Os animais
GF e monocolonizados com B. fragilis apresentaram menor intensidade hipernociceptiva
quando comparadas aos animais CV, entretanto a monocolonizagdo com E. coli promoveu
aumento da hipernocicepcdo quando comparado aos animais GF (A). A injecdo de
carragenina resultou em menor aumento do peso da pata traseira direita dos animais GF e
monocolonizados com B. fragilis em relagdo a animais CV. A monocoloniza¢do 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 monocolonizagdes resultaram em aumento da atividade da MPO
apos injecdo de carragenina (C). Apds injecdo com carragenina, o grupo GF e B. fragilis

tiveram menor aumento da concentracdo de TNFa na pata traseira direita quando
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comparados aos animais CV (D). Por outro lado, a monocolonizagdo com E. coli resultou
em aumento da concentragdo de TNFa. As barras representam a média + erro padrdo. 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 € importante para a hiporresponsividade inflamatéria dos
animais GF

Uma vez que a monocolonizagdo com a E coli foi capaz de reverter a
hiporresponsividade inflamatéria dos animais GF, nosso proximo passo foi avaliar qual o
mecanismo envolvido nessa reversdo. A microbiota é capaz de alterar a producdo de
hormonios esteroides, como demonstrado na figura 24A. Na auséncia da microbiota ocorre
aumento da concentracdo basal de corticosterona plasméatica em relagcdo a animais CV. A
administracdo de dexametasona animais convencionais ndo interferiu na acao leucopénica
do quimioterapico (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 reducéo 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 quimioterapico.
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Figura 24: Efeito do tratamento concomitante de 5-FU e dexametasona (dexa). Animais
GF apresentam elevada concentracdo de corticosterona plasmatica basal quando
comparados aos animais CV (A). O tratamento com dexametasona ndo interferiu na
leucopenia induzida pelo 5-FU (B) e preveniu o encurtamento do intestino ap6s 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 concentracdo das
quimiocinas CXCL1 (F) CCL24 (G) no grupo tratado concomitantemente com 5-FU e
dexa. As barras representam a média * erro padrdo. n= 3-5. *P<0,05 vs grupo controle,

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

A fim de avaliar a participagdo da corticosterona na hiporresponsividade
inflamatdria dos animais GF no modelo de mucosite, esse grupo foi tratado com o RU486,
um antagonista do receptor de glicocorticoide, durante administracdo do 5-FU. O

tratamento com o RU ndo interferiu na acdo leucopénica do quimioterapico (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 0 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-1p 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
ndo interferiu na acdo antiproliferativa do 5-FU avaliado pela contagem de leucdcitos
circulantes (A). O co-tratamento com RU e 5-FU resultou no encurtamento do intestino(B),

aumento da atividade da MPO (C) e da concentracdo de IL-1p e CCL24(D) quando
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comparados aos animais GF-5FU. As barras representam a média * erro padrdo. n= 3-5.

*P<0,05 vs grupo controle, #P<0,05 vs GF-5FU.

Os dados mostrados acima evidenciam que os glicocorticoides estdo envolvidos na
atenuacdo da mucosite induzida pelo quimioterapico 5-FU. Nosso proximo passo foi avaliar
se a monocolonizacdo com E. coli era capaz de reduzir a concentragdo de corticosterona.
Como demonstrado na figura 26, animais monocolonizados com E. coli apresentaram
reducdo da concentracdo plasmatica de corticosterona apds serem tratados com o

quimioterapico 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 monocolonizagdo sobre a concentracdo plasmaticos de corticosterona
apoOs tratamento com o quimioterapico 5-FU. Animais monocolonizados com E. coli
apresentaram reducdo da concentracdo de corticosterona plasmatica quando comparados

aos grupos GF ou monocolonizado com B. fragilis ambos tratados com 5-FU. As barras

representam a média + erro padrdo. n= 3-5.
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4. DISCUSSAO

Nosso objetivo foi estudar a participacdo da microbiota no desenvolvimento da
mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico 5-FU em camundongos. Constatamos que
(i) na auséncia da microbiota ocorre atenuacdo do dano tecidual e da inflamacdo induzidos
pelo 5-FU; (ii) animais convencionais tratados com 5-FU apresentam aumento da
populacdo de enterobactéria e de E. coli; (iii) as enterobactérias contribuem para a
exacerbacdo do dano tecidual e da inflamacédo induzidos pelo 5-FU; (iv) animais isento de
germes apresentam aumento da concentracdo plasmatica basal de corticosterona; (v) a
monocolonizacdo com E. coli, mas ndo a B. fragilis, é capaz de reverter o fen6tipo protetor
de animais isentos de germes no modelo de mucosite; (vi) e animais GF monocolonizados
com E. coli apresentam reducdo da concentracdo plasmatica de corticosterona apos injecao

de 5-FU.

A mucosite constitui prognéstico negativo para 0s pacientes em tratamento
antineoplasico podendo acarretar na interrupcao e ou reducao da dose do quimioterapico ou
radioterapico (Sonis, 2004). Varios estudos tém demonstrado que a quimioterapia com uso
de 5-fluorouracil esta 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 sdo complexos e
envolvem intensa resposta inflamatoria, apoptose, além de perda de peso e desordens
funcionais e estruturais do intestino (Sonis, 2004). Em nosso modelo visualizamos varias
dessas caracteristicas, tais como perda de peso, aumento da concentracdo de mediadores
pro-inflamatorios (IL-1p, CXCL1, CCL11 e CCL24) , acimulo de neutréfilos e eosinofilos,
reducdo dos vilos e destruicdo das criptas no intestino delgado de animais convencionais

tratados com a dose de 450 mg/kg de 5-FU por trés dias consecutivos quando comparados
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aos animais controle. Em adi¢do, no nosso modelo experimental, demonstramos que hd um
significativo encurtamento do intestino e leucopenia nos animais convencionais tratados
com o quimioterapico, corroborando dados da literatura (Cool et al., 2005). Além disso, o
tratamento com o quimioterapico resultou no desenvolvimento de diarreia em grande parte
dos animais convencionais com presenca de sangue e muco. A diarreia € 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 céncer,
apresentaram constipacdo (Tokimoto et al., 2000). Essa disfuncdo do intestino pode ser
justificada por uma alteracdo da absorcéo intestinal devido a lesédo da mucosa, e ainda pela

composicao da microbiota e comprometimento da ingestéo alimentar.

O aumento da inflamacdo intestinal observado nos animais convencionais apos
inducdo da mucosite, em parte, pode ser atribuida a ativacdo de NF-xB e de inflamassoma e
consequente aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias, como ja descrito na
literatura (Chang et al., 2012; Arifa et al., 2014). De fato, foi observado aumento da
concentragdo de CXCL1 e IL-1B, no intestino delgado, citocinas conhecidamente
envolvidas na patogénese 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
concentragdo de CCL11 e CCL24, quimiocinas relacionadas ao recrutamento de eosinofilos
(Johnston et al., 2004). O aumento desses mediadores inflamatérios, em especial das
quimiocinas CXCL1, CCL11 e CCL24, resultou no acumulo de células inflamatorias na
lamina propria intestinal dos camundongos convencionais tratados com o quimioterapico 5-
FU. Ensaios enzimaticos e a analise histologica demonstraram actimulo de neutrofilos e
eosindfilos no intestino dos animais convencionais com mucosite. Varios outros trabalhos

tém demonstrado a presenca de neutréfilos na mucosa apos tratamento com quimioterapico
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e radioterapico (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 antibidticos e tratados com o 5-FU apresentaram atenuacdo do
dano intestinal e da resposta inflamatdria induzidos pelo quimioterdpico. Esses achados
confirmam a hip6tese de que a presenca da microbiota esta 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 quimioterapico (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, 0 SN-38G pode ser reconvertido na forma ativa devida agéo
de bactérias simbibnticas que sintetizam a enzima B-glucuronidase (Tobin et al., 2003).
Essa reativacdo do quimioterapico 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 ndo apresentar, segundo nosso conhecimento,

0 Viés de ser metabolizado pela microbiota.

A manutencdo da microbiota intestinal é crucial para a saude (Hooper et al, 2012)
enquanto que alteracbes na composicdo da microbiota (disbiose) pode desestabilizar a
relacdo mutualistica e influenciar a fisiologia do hospedeiro, comprometendo o estado de
salde do mesmo (Heimesaat et al., 2006; Hawrelak & Myers, 2004). A disbiose intestinal
tem sido associada com importantes doengas humanas, incluindo as doengas inflamatorias
intestinais e ileites (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
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doencas ainda precisam ser elucidados. NOs observamos aumento na populacdo de
enterobactérias especialmente E. coli durante a inducdo de mucosite em animais
convencionais. Além disso, também demonstramos que essa disbiose contribuiu para a

exacerbacdo da mucosite induzida pelo 5-FU nesse grupo de animais.

Alguns trabalhos mais recentes também tém sugerido a participacdo da microbiota
na mucosite tanto em animais quanto em humanos (Stringer et al., 2009b; 2014; von
Bultzingslowen et al., 2003; van Vliet et al., 2009; 2010). Esses autores relataram
alteracdo na composicdo da microbiota intestinal ap6s tratamento quimioterapico (Stringer
et al., 2009b; von Bultzingslowen et al., 2003; van Vliet et al., 2009). Stringer e
colaboradores (2009b) demonstraram que ap6s uma Unica dose de 5-FU em ratos ocorre
diminuicdo de Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. no célon de
ratos. Enquanto nas fezes foi encontrado aumento de Clostridium spp. e Staphylococcus
spp. Usando o mesmo quimioterapico por 6 dias em ratos, um outro estudo encontrou
aumento no numero total de bactérias anaerdbias facultativas no colon (von Biltzingsléwen
et al., 2003). O tratamento de ratos com uma Unica dose de irinotecano foi associado ao
aumento de Escherichia spp., Clostridium spp., Enterococcus spp., Serratia spp. e
Staphylococcus spp. no colon (von Biltzingsléwen et al., 2003). Em amostras fecais, 0s
autores encontraram aumento de Proteus spp., Clostridium e Peptostreptococcus spp.
associado com reducéo de Bacillus spp., e Bifidobacterium spp (Stringer et al., 2009b). Em
um estudo recente, o nimero total de bactérias diminuiu apds 3 injecdes de irinotecano por
3 dias em ratos, particularmente os grupos Clostridium cluster IV e X1Va. A administragdo
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 drastica mudanca na composi¢do da
microbiota intestinal apds o tratamento com os quimioterdpicos 5-FU e irinotecano, com
aumento de Escherichia spp., e Clostridium spp. Essas bactérias sdo frequentemente
isoladas em pacientes com céncer (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 cultivAveis da comunidade
microbiana resultando em uma visdo incompleta. Além disso, nenhum desses trabalhos
avaliou diretamente o envolvimento desses grupos microbianos alterados no curso da
mucosite e, portanto, apenas sugerem que a dishiose pode aumentar 0 dano a mucosa

induzido pelos quimioterapicos (Thorpe et al., 2013; van Vleit et al., 2009).

As enterobactérias podem influenciar a producdo de ROS, a permeabilidade
intestinal, a composi¢do da camada de muco e liberacdo de moléculas imunes efetoras (van
Vliet et al., 2010), dentre outros. As enterobactérias sdo bacilos Gram-negativo,
pertencentes ao filo proteobactéria e séo membros subdominantes da microbiota indigena
humana e de murinos (Guarner, 2012; Winter & Baumler, 2014). Nesse grupo de bactérias
sdo encontrados varios patdégenos oportunistas, como a E. coli, que podem causar doengas
em determinadas condic¢des. Varios trabalhos tém demonstrado que o LPS contribui para a
inflamacdo intestinal (Warren et al., 1985; Tsubery et al., 2000). O nosso trabalho foi 0
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 quimioterapico 5-FU sobre a microbiota foi avaliado por Stringer
e colaboradores (2009b) que demonstraram, in vitro, diferengas na susceptibilidade de
membros distintos da microbiota ao 5-FU. Enquanto E. coli e Pseudomonas aeruginosa ndo
foram susceptiveis ao tratamento com 5-FU, bactérias importantes para a homeostase do

microambiente intestinal foram susceptiveis (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 possivel seu
efeito sobre a microbiota intestinal. Dados clinicos e experimentais tém sugerido que as
infeccBes apds tratamentos antineoplésicos sdo 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 tém demonstrado que a
concentracdo de 5-FU aplicada intraperitonialmente é bem menor no fluido peritoneal e no
cblon que a concentracdo usada nesse teste in vitro (Wei et al., 2008), sugerindo também a

implicag&o de outros mecanismos.

A quimioterapia induz mielossupresséo e intensa inflamacéo intestinal (Soins,
2004). Esse quadro pode favorecer o desenvolvimento de determinados taxa bacterianos em
detrimento da deplecdo de outros (Faber & Baumler 2014; Hasegawa et al, 2014; Winter et
al., 2013). Evidéncias recentes tém sugerido que proteinas liberadas durante processo
inflamatorio do hospedeiro tém impacto profundo na disponibilidade de nutrientes no
lumen intestinal, podendo levar a alteracGes na composicdo da microbiota, como o0 aumento
de enterobactérias (Faber & Baumler, 2014; Hasegawa et al, 2014; Winter & Béaumler,
2014), como observado no nosso modelo. Em geral, essas proteinas sdo capazes de limitar
a aquisicdo de alguns nutrientes essenciais para o crescimento bacteriano, como ferro e
zinco (Faber & Bdaumler, 2014; Winter & Baumler, 2014). A presenca de estratégias
alternativas para a aquisicdo de metais confere vantagem adaptativa durante inflamacéo

intestinal, como é o caso das enterobactérias (Winter & Baumler, 2014)

Além de mudar a composi¢do da microbiota por limitar a aquisicdo de metais no
lumen intestinal, a resposta inflamatoria do hospedeiro altera 0 ambiente do lGmen através
da geragdo de subprodutos oriundos da propria inflamagdo, como de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). Alguns taxa bacterianos, como as enterobactérias,

podem facilmente utilizar esses subprodutos em contraste com bactérias anaerdbias
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obrigatorias pertencentes as classes Bacteroidia e Clostridia que em condi¢fes normais séo
0s grupos dominantes da microbiota intestinal. O aumento de enterobactérias € comumente
observado em diversas doengas inflamatdrias intestinais, como colite e doenca de Chron
(Winter et al., 2013; Winter & Baumler, 2014). Um dos mecanismos responsaveis pelo
aumento de Enterobactérias no intestino durante a inflamacéo é a geracdo de aceptores de
elétrons respiratorios a partir de subprodutos da resposta inflamacdo do hospedeiro. Por
exemplo, ROS e RNS produzidos por enzimas do hospedeiro durante a inflamagdo podem
reagir e formar peroxinitrito (ONOO?) um potente antimicrobiano que é rapidamente
convertido em nitrato em uma reacdo catalisada pelo diéxido de carbono (CO2). Por sua
vez, 0 nitrato suporta o crescimento luminar de Enterobactérias e E. coli (Winter et al.,
2013b; Winter & Béumler, 2014; Faber & Bé&umler, 2014) como observado no nosso
modelo, por ser facilmente usado com aceptor de elétron por esse grupo de bactérias. Serdo
necessarios mais estudos para confirmar a participacdo de ROS e de RNS na dishiose
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 ndo mostrados), sugerindo a
possibilidade da participacdo desse mecanismo na disbiose observada no nosso modelo. Os
eventos que de fato levam ao aumento da abundéancia de Enterobactérias durante a mucosite
ainda precisam ser elucidados.

Embora haja varios relatos na literatura demonstrando que as enterobactérias e E.
coli estdo aumentadas em pacientes com doencas inflamatdrias 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 néo se sabe se a doenga resulta do
aumento do numeros dessas bactérias ou se esse € um fendmeno decorrente da doenga

(Wohlgemuth et al., 2009; Pilarczyk-Zurek et al., 2013). Em animais deficientes para IL-
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10, o aumento de E. coli ndo foi correlacionado com a gravidade da inflamac&o no cdlon
(Wohlgemuth et al., 2009). A anélise feita em bidpsias de pacientes com colite ulcerativa
mostrou significativo aumento da populacdo de E. coli quando comparados aos grupos em
remissdo da doenca e controle (Pilarczyk-Zurek et al., 2013). No nosso modelo
demonstramos que a prevencdo do aumento de enterobactérias mediado pelo uso de
ciprofloxacino confere protecdo ao tecido intestinal e diminuicdo da resposta inflamatoria.
De forma interessante, o tratamento com outros dois antibidticos, metronidazol e
vancomicina, que ndo inibiram o aumento de enterobactérias ndo interferiram na lesdo
induzida pelo quimioterdpico. A hipétese de que as enterobactérias podem exacerbar a
mucosite intestinal é reforcada pela reversdo da protecdo intestinal dos animais GF apds
monocolonizados com E. coli, mas ndo com B. fragilis, e tratamento com 5-FU.

Alguns trabalhos tém demonstrado a participacdo 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 inflamatéria durante a
mucosite intestinal. O efeito do quimioterdpico a mucosa pode favorecer a translocagédo
bacteriana (Sonis, 2004; van Vliet et al., 2010) e permitir um maior contato com os PPRs.
Embora ndo tenhamos recuperado bactérias no peritbnio dos animais (lavado peritoneal)
pode ter ocorrido translocagdo local do lumen para a ldmina propria, visto que nas pranchas
histoldgicas dos animais com mucosite foi possivel observar algumas areas com erosdo do
epitélio. Essa translocacdo permite o contato da microbiota com varias células do sistema
imune, ativacdo de PPRs e amplificacdo da resposta imune. Mais estudo serdo necessario
para avaliar se nesse modelo de mucosite ocorre translocacdo bacteriana para a lamina

prépria e se as enterobactérias e a E. coli participam desse processo.

90



Vérios trabalhos tém relatado que a microbiota é capaz de impactar a resposta
inflamatoria em diferentes modelos (Souza et al. 2004; Fagundes et al., 2012). Nosso grupo
havia previamente demonstrado que camundongos GF tém hiporresponsividade
inflamatoria e ndo morrem apds isquemia e reperfusdo 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 fendtipo
hiporresponsivo é mediado pelo aumento de IL-10 e outros mediadores anti-inflamatorios
(Souza et al., 2004; 2007; Fagundes et al., 2012). No nosso modelo de mucosite induzido
pelo 5-FU n&do observamos aumento da concentragdo de IL-10 no tempo experimental
escolhido para eutanasia dos animais (5 dias). NOs investigamos a ocorréncia do aumento
de IL-10 no intestino dos animais GF tratados com o quimioterapico em momentos
anteriores ao 5° dia apds inicio do tratamento. Constatamos que 6h apds administracdo da 12
dose (1° dia) e 32 dose do quimioterapico (3° dia) ocorre aumento na expressdo 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 contribuido para o fendtipo de
hiporresponsividade pro-inflamatoria observada nos animais GF apds tratamento com o

quimioterapico, entretanto mais estudos sdo necessarios para esclarecer essa hipotese.

Além da IL-10, a hiporresponsividade inflamatéria do grupo GF pode esta
relacionada com a secrecdo de outros mediadores anti-inflamatérios, como de
glicocorticoides (Mukherji et al., 2013; Sudo et al., 2004). Observamos que a concentragao
plasmatica 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 deplecdo da microbiota apos tratamento com coquetel de antibiGticos apresentam

elevada concentragdo plasmatica de corticosterona basal quando comparado a animais com
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colonizados. E ainda, as células epiteliais do intestino (IEC) séo responsaveis pelo
aumento desse hormonio na auséncia da microbiota, excluindo a participagdo do eixo
Hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). Esses pesquisadores demonstraram que sinais
derivados da microbiota regulam o reldégio molecular circadiano das IEC contribuindo
assim para a homeostase do hospedeiro. Resumidamente, na auséncia da microbiota, a
insuficiéncia de sinalizagdo dos PRRs e, consequentemente, da ativacdo da expressdo e
atividade de c-Jun, conduz a uma expressdo permanente do PPARa, resultando assim na
perda de todos os eventos que exibem um ritmo circadiano nas células epiteliais do
intestino (IEC). Essa perturbacdo do reldgio molecular circadiano, caracterizada pelo
aumento da expressdo de RevErba e a repressdo de E4BP4 resultam na expressao
constitutiva de Cypllal, enzima chave para a sintese de glicocorticoide, levando ao

aumento sistémico de corticosterona (Mukherji et al., 2013).

Em outro trabalho foi demonstrado que animais GF deixados 1 hora em contencéo,
apresentam aumento de corticosterona plasmaética e do horménio adrenocorticotropina
(ACTH), quando comparados aos camundongos convencionais. Esse dado sugere que na
auséncia de microbiota, estimulos estressantes podem induzir substancial elevacdo de

glicocorticoide via ativagdo do eixo HPA (Sudo et al., 2004).

No nosso modelo, constatamos que a maior concentracdo plasmatica de
corticosterona observada nos animais GF é importante para atenua¢do do dano intestinal
induzido pelo quimioterapico 5-FU. Os glicocorticoides sdo capazes de se difundir
passivamente pela membrana plasmaética e interagir com receptor citosolico especifico
(GR), expresso em todos os tecidos e desencadear a ativacdo de multiplos passos de
transducdo e transcricdo genémicas especificas (Escriva et al., 2000). O tratamento com
antagonista do receptor de glicocorticoides em GF resultou na reversdo parcial do fen6tipo

protetor desses animais. Por outro lado, a administracdo de um glicocorticoide sintético,
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dexametasona, a animais convencionais resultou em protecéo do dano tecidual e reducéo da
inflamacdo induzidos pelo 5-FU. Esses dados confirmam nossa hipotese do papel do
glicocorticoide no fenétipo de hiporresponsividade de animais GF no modelo de mucosite

induzido por 5-FU.

Os glicocorticoides podem ser responsaveis por varios dos resultados obtidos no
grupo GF-5FU uma vez que os glicocorticoides podem reduzir o nimero de neutréfilos e
eosinofilos, bem como, inibir a sintese de varias citocinas pro-inflamatorias, além de
aumentar a sintese moléculas de anti-inflamatorias, como anexina 1 e IL-10 (Zen et al.
2011), dentre outros. De fato, nds observamos menor concentracdo de citocinas pro-
inflamatdrias no intestino dos animais GF-5FU e aumento de IL-10 e de anexina 1 no inicio
do tratamento com o 5-FU no grupo GF quando comparado aos animais CV. De forma
interessante, dados ndo publicados do nosso grupo tém demonstrado a participacdo desses
moléculas e de glicocorticoides na hiporresponsividade inflamatéria de camundongos GF
submetidos a isquemia e reperfusdo da artéria mesentérica superior (Fagundes et al., em
preparacdo). Dessa forma, pode-se sugerir que a maior concentracdo plasmatica de
corticosterona em animais GF impede o desenvolvimento da mucosite por promover a
expressdo precoce de moléculas anti-inflamatdrias e por inibir a sintese de mediadores pro-

inflamatorios.

As monocolonizagdes de animais GF com E.coli ou com B. fragilis evidenciaram
divergéncia no controle da concentracdo plasmatica de corticosterona. Observamos que
enquanto a E. coli reduz os niveis desse hormonio, a B. fragilis aumenta a concentracao
plasmatica de corticosterona ap0s tratamento com o quimioterapico quando comparados
aos animais GF-5FU. Esse dado nos levou a sugerir que o aumento de E. coli durante a
mucosite pode exacerbar a inflamacdo por reduzir a concentracdo plasmaética de

corticosterona. Entretanto mais analises serdo necessérias para confirmar essa hipotese.
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Sudo e colaboradores (2004) j& haviam demonstrado anteriormente que animais GF
monocolonizados com Bifidobacterium infantis apresentam aumento de corticosterona
induzido por estresse de contengdo semelhante ao observado nos animais convencionais.
Entretanto animais monocolonizados com uma E. coli enteropatogénica (EPEC)
apresentam comportamento semelhante aos animais GF (Sudo et al., 2004). Mais estudos
serdo necessarios para avaliar se a monocolonizacdo com E. coli impacta a producdo

intestinal de corticosterona ou se ha envolvimento do eixo HPA.

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que a auséncia da
microbiota confere protecdo aos animais tratados com quimioterapicos 5-FU (Figura 27A).
Esse fenétipo protetor pode ser atribuido, em parte, @ maior concentracdo basal de
corticosterona, observada nos animais GF. Animais convencionais apresentam disbiose
apo6s inicio do tratamento com o 5-FU caracterizada pelo aumento de enterobactérias e de
E. coli (Figura 27B). A monocolonizac¢do dos animais GF com E. coli é capaz de reverter a
hiporresponsividade desse grupo e reduzir a concentracdo plasmaética de corticosterona. A
prevencao do aumento de enterobactérias, pela administracdo de ciprofloxacino, atenuou o
dano intestinal induzida pelo quimioterapico 5-FU (Figura 27C). E nossa hipdtese que a
dishiose observada nos animais convencionais exacerba a inflamagéo e o dano tecidual por
interferir no aumento de corticosterona. Esse trabalho evidencia que a manutencdo da
microbiota intestinal indigena é importante para conter ou até mesmo prevenir o efeito
colateral de quimioterapicos sobre a mucosa intestinal. Estratégias, como o0 uso de
probioticos e prebioticos, apresentam potencial promissor na prevencdo ou até mesmo

terapia da mucosite intestinal.
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Figura 27: Representacdo esquematica dos eventos envolvidos na protecdo e exacerbagdo

da mucosite induzida por 5-FU na auséncia e presenca da microbiota, respectivamente.

Resumidamente, (A) o tratamento com o quimioterdpico 5-FU lesa as células basais do
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intestino. Na auséncia da microbiota ndo ocorre inflamacéo devido a maior concentragéo de
corticosterona basal presente nos animais isentos de germes. (B) Na presenca da microbiota
a lesdo as celulas basais resulta no aumento da liberacdo de citocinas (IL-1p, CXCL1,
CCL11 e CCL24) e no influxo de neutrofilos e eosinofilos 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 quimioterapico. (C) A
prevencdo do aumento de enterobactérias reduz a inflamacdo intestinal e o dano tecidual
por aumentar a concentracdo de corticosterona (?). (A caixa pontilhada representa

parametros ndo alterados em relagdo grupo controle).
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